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RÉSUMÉ 
les cellules de l'épithélium pigmentaire rétinien (EPR) sont essentielles au 
bon fonctionnement des photorécepteurs de la rétine. De plus, elles participent 
au maintien de l'adhésion de la rétine au fond de l'œil. les cellules de l'EPR 
sont quiescentes et différenciées dans la rétine normale, mais lors de différentes 
pathologies comme la vitréorétinopathie proliférante, les cellules se dé-
différencient, se détachent de la membrane de Bruch, migrent et prolifèrent 
dans le vitré et/ou sur la rétine. Il se forme alors des membranes dites 
épirétiniennes et/ou vitréorétiniennes qui se contractent et exercent une tension 
sur la rétine, menant au décollement de celle-ci. Il a été démontré que la 
fibronectine était une composante importante des membranes épirétiniennes/ 
vitréorétiniennes. Ainsi, il a été proposé que les intégrines, une famille de 
protéines d'adhésion (et plus particulièrement les intégrines liant la fibronectine, 
comme les intégrines 0.4JH et 0.5131) sont impliquées dans la vitréorétinopathie 
proliférante. Sachant que les intégrines assurent la médiation plusieurs 
processus cellulaires comme la prolifération, la migration et la différenciation, 
l'expression de nouvelles intégrines ou l'augmentation/diminution de 
l'expression des intégrines déjà présentes sur l'EPR, pourrait faciliter la 
migration et la prolifération de l'EPR sur la rétine ou dans le vitré. le principal 
objectif de cette thèse était donc d'étudier l'expression des intégrines 0.4131 et 
0.5131 sur les cellules de l'EPR en culture. 
Nous avons premièrement déterminé les conditions expérimentales 
requises pour la réalisation de mes travaux de recherche. Nous avons donc 
débuté en développant une technique de dissection permettant la mise en 
culture de cellules de l'EPR humain sans contamination par d'autres types de 
cellules. Au cours de mes travaux à la maîtrise et au doctorat, j'ai disséqué des 
globes oculaires provenant d'environ 123 donneurs, âgés entre 6 jours et 65 ans 
(moyenne = 38 ans), dont 55% ont donné des cultures pures. Comme 
l'approvisionnement en yeux humains est variable, nous avons voulu déterminer 
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ensuite s'il était envisageable d'utiliser de l'EPR congelé. Ainsi, nous avons 
démontré que le passage et la cryopréservation des cellules de l'EPR entraînent 
une diminution de l'activité du promoteur a5 et de la quantité de protéine a5J31. 
Il était donc évident qu'il fallait travailler uniquement avec des cellules fraîches 
qui n'avaient pas été cryopréservées. Pour la suite, en parallèle avec nos 
travaux où nous utilisions des cultures primaires d'EPR, nous voulions 
déterminer s'il était possible d'utiliser des cellules de l'EPR provenant de la 
lignée cellulaire ARPE-19 afin d'éliminer les problèmes reliés aux variations 
entre les donneurs. Nous avons donc vérifié si l'expression de la sous-unité a5 
par cette lignée au cours de leur progression vers ,'état de quiescence cellulaire 
était similaire à celle observée avec les cultures primaires d'EPR. Bien que les 
niveaux de protéines et de transcrits obtenus avec les deux types de cellules 
soient similaires, nous avons noté d'importantes différences dans l'activité et la 
régulation du promoteur a5 entre les cellules en cultures primaires et la lignée 
cellulaire ARPE-19. Nous avons donc décidé de ne pas utiliser cette lignée pour 
nos études subséquentes. Nous avons ensuite démontré que la sous-unité a5 
était exprimée à la surface de l'EPR in situ. À l'aide de cultures primaires de 
cellules de l'EPR humain, nous avons démontré que l'expression de la protéine 
et du transcrit, ainsi que "activité du promoteur a5, diminuent lorsque les 
cellules de l'EPR deviennent quiescentes. Les résultats des transfections 
transitoires ont mis en évidence plusieurs régions d'activation et de répression 
du promoteur a5. Finalement, nous avons démontré que la sous-unité a4 était 
exprimée à la surface de l'EPR in situ et in vitro. Tout comme la sous-unité a5, 
la confluence entraîne également une diminution de la quantité de transcrit otA. 
De plus, les résultats de transfections transitoires ont permis d'identifier 
plusieurs régions d'activation et de répression dans le promoteur du gène a4. 
Les résultats de cette thèse suggèrent que lors de la vitréorétinopathie 
proliférante, le promoteur du gène a5 serait régulé de façon positive, ce qui 
conduirait à une augmentation du transcrit a5 ainsi qu'à une augmentation de la 
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quantité de protéine a,5~1 à la surface des cellules de l'EPR. Ces résultats 
suggèrent donc que l'expression de l'intégrine a,5~1 devrait augmenter lors de la 
vitréorétinopathie proliférante, ce qui pourrait expliquer en partie le 
comportement aberrant qu'adoptent les cellules de l'EPR lors de cette 
pathologie. Puisque que la sous-unité a,4 est rarement retrouvée dans les 
cellules autres que celles du système immunitaire et qu'elle lie un segment de la 
fibronectine qui est normalement uniquement exprimé durant la cicatrisation, 
l'expression de cette sous-unité par l'EPR est surprenante et suggère qu'elle 
pourrait être impliquée dans des processus pathologiques. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
CONTRIBUTION DES AUTEURS DES ARTICLES 
PRÉSENTÉS DANS CEnE THÈSE 
vi 
Puisque cette thèse est rédigée sous forme d'articles, il est de mise de 
mentionner la contribution de chacun des auteurs à la partie expérimentale et à 
la rédaction des articles. 
Les chapitres 2 et 3 découlent de manipulations que j'ai entièrement planifiées 
et réalisées (test d'incorporation au bromodéoxy uridine, immunohistochimie, 
immunoprécipitation, RT-PCR semi-quantitatif, transfections transitoires). J'ai 
entièrement rédigé les manuscrits de ces chapitres qui ont ensuite été corrigés 
par les co-auteurs. 
J'ai entièrement planifié les expériences, analysé et interprété les résultats du 
chapitre 4. J'ai réalisé 50% des mesures expérimentales (immunofluorescence, 
immunoprécipitation, RT -PCR semi-quantitatif, transfections transitoires). 
Solange Landreville a effectué la majorité des mesures de transfections 
transitoires et a répété les mesures d'immunoprécipitation et de RT -PCR semi-
quantitatif. J'ai entièrement rédigé le manuscrit qui a ensuite été corrigé par les 
co-auteurs. 
J'ai entièrement planifié les expériences, analysé et interprété les résultats du 
chapitre 5. J'ai réalisé 90% des mesures expérimentales (immunohistochimie, 
immunofluorescence, RT-PCR semi-quantitatif, transfections transitoires). Une 
partie des transfections transitoire a été effectué par Marcelle Giasson et Steeve 
Leclerc (assistants de recherche). J'ai rédigé 80% du manuscrit, la discussion 
ayant été rédigé de concert entre moi et les co-auteurs. 
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« fibroblast growth factor-5 », facteur de croisssance fibroblastique-5 
« human leukocyte antigen » 
fibronectine 
« hepatocyte growth factor receptor », récepteur du facteur de 
croissance de l'hépatocyte 
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hGH 
HT-29 
« human growth hormone », hormone de croissance humaine 
cellules de carcinome du colon humain 
xvii 
HUVEC « human umbilical veln endothelial cells », cellules endothéliales de 
cordon ombilical humain 
1 CAM « intercellular cell adhesion molecule », molécule d'adhésion 
intercelulaire 
IDAPS isoleucine - acide aspartique - alanine - proline - serine 
Ig-CAM « immunoglobulin-cell adhesion molecule », molécule d'adhésion 
cellulaire des immunoglobulines 
IGFBP-2 «insulin growth factor binding protein-2 », protéine de liaison au 
facteur de croissance de l'insuline-2 
IgG Immunoglobuline G 
IL Interleukine 
KLDAPT lysine - leucine - acide aspartique - alanine - proline - thréonine 
LDV leucine - acide aspartique - valine 
MadCAM «mucosal adressin cell adhesion molecule » 
MCS « multicloning site », site de multiclonage 












Acide ribonucléique messager 
« multidrug resistance-associated protein 1 », protéine associée à la 
multirésistance aux drogues 
paire de bases 
post-confluent 
proline - histidine - sérine - arginine - asparagine 
« proliferative vitreoretinopathy », vitreorétinopathie proliférante 
polyvinylpyrrolidone 
« rabbit corneal epithelial cells », cellules épithéliales de cornée de 
lapin 
arginine - acide glutamique - acide aspartique - valine 
cellules épithéliales de l'intestin de rat 
arginine - glycine - acide aspartique 
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xviii 
RNA Acide ribonucléique 
RPE Épithélium pigmentaire rétinien 
RT « room temperature », température pièœ 
RT-PCR «Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction », transcription 
inverse suivi d'une réaction de polymérase en chaîne 
SC « sub-confluent », non-confluent 
SFM « serum-free medium », milieu sans sérum 
TNF «tumor necrosis factor », facteur de nécrose de tumeur 
TRITC Tetra rhodamine isothiocyanate 




« Very Late Antigen-4 », antigène très tardif 4 
« Very Late Antigen-5 », antigène très tardif 5 
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CHAPITRE 1 
INTRODUCTION 
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1.1 L'ŒIL 
L'œil est formé de trois enveloppes (de l'extérieur vers l'intérieur): la 
sclère (ou sclérotique), la choroi"de et la rétine (Figure 1.1) (1). La sclère, qui est 
cartilagineuse, devient transparente â la partie antérieure de l'œil pour former la 
cornée. La choroïde se prolonge par les corps ciliaires et l'iris, qui limite la 
pupille, derrière laquelle se trouve une lentille biconvexe, le cristallin. La rétine, 
seule membrane sensible aux rayons lumineux, contient les cellules visuelles, 
les cônes et les bâtonnets, ainsi qu'une couche de cellules épithéliales, 
l'épithélium pigmentaire rétinien (EPR), cellules dont il sera question dans cette 
thèse. 
iris--_·" .. -'I1f1' 
cristallin ... ,---'_._"'_."W>'M"'1lt~· 
pupille ---".~._j 
comée--
corps -.----.. , ..• 
ciliaire 





•.• ,---.-, •. ,,--'""-----.- sclère 
,,------ choroide 
Le contenu de l'œil est constitué par l'humeur aqueuse qui nourrit la 
cornée et par le vitré (ou corps vitré), un gel transparent qui remplit le globe 
oculaire entre le cristallin et la rétine, et qui assure le maintien du volume de 
l'œil (2). 
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1.2 LA RÉTINE 
La rétine transforme la lumière en signal nerveux. Elle nous permet de voir 
dans des conditions très variables, en plein soleil comme à la lueur des étoiles, 
et de distinguer les longueurs d'onde du rayonnement visible, c'est à dire les 
couleurs des objets (3). 
La rétine est une membrane mince et transparente (Figure 1.2) dont la 
face postérieure est en contact avec la choroïde et la face antérieure avec le 
corps vitré. Elle est composée de cellules de soutien rétiniennes (cellules de 
Müller) (section 1.2.1), de différents types de cellules nerveuses (section 1.2.2), 
incluant les photorécepteurs (cônes et bâtonnets), ainsi que de cellules de 
l'EPR (section 1.2.3) (1). 
Cellule gal1lgiicmn.aire ____ __ 
Cellule Ibipjolaire _____ --' 
Cellule l'IIorl7nnt::llIA------
Cellule de n::r'f(---j 
fiGURE 1.2: Schéma de la rétine. Image modifiée de (4). 
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1.2.1 Les cellules de Müller 
Les cellules de Müller (Figure 1.2) sont des cellules gliales qui agissent 
comme structure de support. Elles sont en contact physique avec tous les 
autres types de cellules nerveuses de la rétine et peuvent moduler j'activité 
neurale, surtout en contrôlant la concentration d'ions extracellulaires et en 
recyclant les neurotransmetteurs en excès (5). Les cellules de Müller jouent 
aussi un rôle critique dans le maintien des cellules photoréceptrices, puisqu'il a 
été démontré que de stresser expérimentalement ou d'éliminer les cellules de 
Müller entraîne la mort des photorécepteurs (6-8). 
1.2.2 Les cellules nerveuses 
1.2.2.1 Les photorécepteurs 
Il existe deux types de photorécepteurs, les cônes et les bâtonnets (Figure 
1.2). les cônes sont sensibles à la qualité du rayonnement lumineux et sont 
responsables de l'acuité visuelle et de la vision des couleurs. Ils sont 
majoritaires au centre de la rétine dans une région nommée macula, et sont 
seuls présents dans la fovéa, le centre de la macula (2). les bâtonnets sont 
responsables de la vision dans des conditions de faible éclairage. Ils sont 
distribués sur l'ensemble de la rétine et permettent l'élargissement du champ 
visuel, ou vision périphérique (2). 
les photorécepteurs sont composés d'un segment externe, d'un segment 
interne et d'une terminaison synaptique (Figure 1.3) (9). le segment externe est 
formé d'un empilement de disques membranaires qui sont composés de 50% 
de phospholipides et de 50% de protéines (9). les phospholipides qui 
constituent les membranes des disques des segments externes des 
photorécepteurs sont principalement composés d'acides gras polyinsaturés 
(10). le segment interne comprend le noyau, les organites cellulaires de même 
que toute la machinerie métabolique (9). La terminaison synaptique sert à 
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transmettre, par le biais de neurotransmetteurs, le signal électrique provenant 







Figure 1.3: Schéma d'un bâtonnet. Image tirée de (11). 
1.2.2.2 Les cellules bipolaires, horizontales et amacrines 
Entre les photorécepteurs et les cellules ganglionnaires (Figure 1.2), il 
existe une couche de cellules intermédiaires, qui contient trois types de cellules 
nerveuses: les cellules bipolaires, horizontales et amacrines (3). Les cellules 
bipolaires reçoivent les informations des photorécepteurs et elles projettent 
souvent un axone vers les cellules ganglionnaires (3). Les cellules horizontales 
relient les photorécepteurs aux cellules bipolaires par des connexions 
relativement longues, qui sont parallèles au plan des couches de cellules 
rétiniennes (3). De même, les cellules amacrines relient les cellules bipolaires 
aux cellules ganglionnaires (3). 
1.2.2.3 Les cellules ganglionnaires et le nerf optique 
Les cellules ganglionnaires se prolongent par les fibres nerveuses qui se 
réunissent en une région appelée papille pour former le nerf optique. Le nerf 
optique transmet ensuite au cerveau les informations visuelles de la rétine (2). 
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1.2.3 Les cellules de I"EPR 
Les cellules de l'EPR font face aux photorécepteurs (Figure 1 .2). 
Histologiquement, les cellules de j'EPR forment une monocouche de cellules 
épithéliales pigmentées et fermement entassées (Figure 1.4) (12). Chez 
l'humain adulte, le nombre de cellules varie de 4.2 à 6.1 millions (12). Au centre 
de l'œil, ces cellules sont petites (environ 10-14 ).lm de diamètre), mais elles 
s'aplatissent et s'élargissent Gusqu'à un diamètre d'environ 60 ).lm) près de la 
périphérie. Puisque que la densité des photorécepteurs varie aussi d'un côté à 
l'autre de la rétine, le nombre de photorécepteurs recouvrant chaque cellule de 
l'EPR demeure relativement constant, ce nombre étant d'environ 45 
photorécepteurs par cellule (12). Les cellules de l'EPR sont polarisées, c'est à 
dire qu'elles ont un côté apical et un côté basal distincts (13), dont la description 
suivra dans la section suivante. 
1.2.4 Structure des cellules de l'EPR 
1.2.4.1 La surface apicale des cellules de l'EPR 
La membrane plasmique apicale (faisant face aux photorécepteurs) des 
cellules de !'EPR élabore des microvillis de différentes longueurs (Figure 1.4 
(A), qui servent 1) à la phagocytose des segments externes des cônes et des 
bâtonnets, et 2) à faciliter l'échange de nutriments entre ces deux types de 
cellules, étant donné la proximité et la grande surface entre les membranes 
plasmiques des photorécepteurs et des cellules de l'EPR (14). La membrane 
plasmique apicale de l'EPR contient aussi de nombreuses pompes et 
échangeurs d'ions (voir section 1.2.5.3). La membrane plasmique des 
photorécepteurs et celle des cellules de l'EPR n'ont aucun point de contact et 
sont séparées par une très fine couche de matrice extracellulaire, appelé 
matrice interphotoréceptrice (voir section 1.2.5.4.1). 




FIGURE 1.4: Schéma de l'EPR et de la membrane de Bruch. A) Microvillis 
de la membrane plasmique apicale, B) Granule de mélanine, 
C) Phagosome, D) Lysosome, E) Jonction étanche, F) Jonction 
adhérente, G) Desmosome, H) Repliements de la membrane 
plasmique basale, 1) Membrane basale de l'EPR, J) Couche 
collagéneuse interne, K) Couche d'élastine, L) Couche 
collagéneuse externe, M) Membrane basalé d'un capillaire de la 
choroïde, N) Membrane de Bruch, 0) Capillaire de la choroïde. 
Image modifiée de (15). 
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Le cytoplasme du côté apical contient des microfilaments et des microtubules; 
c'est aussi dans cette région que "on retrouve la plus grande concentration de 
granules de mélanine (Figure 1.4 (8» (13). 
1.2.4.1.1 La mélanine 
L'EPR tient son nom des pigments de mélanine qui sont présents à 
l'intérieur de granules cytoplasmiques appelés mélanosomes. L'EPR est le 
premier tissu de l'organisme à devenir pigmenté, et la mélanogenèse se 
poursuit à un certain degré tout au long de la vie. Cependant, en vieillissant, ces 
granules se fusionnent avec les lysosomes (Figure 1.4 (0)) et se décomposent, 
l'EPR des personnes âgées apparaissant typiquement moins pigmenté. La 
mélanine absorbe l'excès de lumière et minimise la dispersion de celle-ci à 
l'intérieur de l'œil. Elle sert aussi comme stabilisateur de radicaux libres (12,16). 
La mélanine et peut également lier plusieurs drogues, produits chimiques 
et métaux, comme le magnésium, le calcium, le zinc, le cuivre et le fer (12) 
(16,17). La mélanine pourrait donc jouer un rôle de protection en liant des 
produits toxiques provenant des capillaires de la choroïde (18). Par contre, ce 
mécanisme de protection peut être nuisible pour l'EPR et contribuer à une 
toxicité cellulaire. Il a été démontré que les drogues comme la chlorpromazine 
et la chloroquine se lient de façon irréversible à la mélanine (19). Une exposition 
chronique à ces substances résulte en des lésions aux cellules pigmentées ou 
aux cellules adjacentes (photorécepteurs) (19-22). 
1.2.4.2 la surface latérale des cellules de l'EPR 
Comme les autres cellules épithéliales polarisées, chaque cellule de ,'EPR 
est liée à ses cellules voisines par des jonctions cellulaires composées de 
jonctions étanches (zonulae occludens) (Figure 1.4 (E» (23,24), de jonctions 
adhérentes (zonulae adherens) (Figure 1.4 (F» (14) et de desmosomes (Figure 
1.4 (G» (25,26). Les jonctions étanches sont situées près de la région apicale 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
9 
de la membrane plasmique et préviennent la diffusion de macromolécules à 
travers l'espace entre les cellules adjacentes de ,'EPR. Ces jonctions étanches 
représentent la principale structure responsable de la barrière sang-oculaire 
(12,15,27). Les jonctions adhérentes, une région enrichie en filaments d'actine 
chez toutes les cellules épithéliales, sont particulièrement développées dans les 
cellules de l'EPR (14,28). Les filaments d'actine procurent une force mécanique 
aux liaisons intercellulaires. Comparativement aux autres cellules épithéliales, 
les desmosomes de ,'EPR y sont présents de façon beaucoup moins importante 
(29). 
1.2.4.3 la surface basale des cellules de l'EPR 
La membrane plasmique basale des cellules de l'EPR contient plusieurs 
repliements (Figure 1.4 (H». Comme pour la surface apicale, ces repliements 
augmentent la surface de cette membrane et facilitent l'échange de nutriments 
entre les cellules de l'EPR et les capillaires de la choroïde (Figure 1.4 (0)) (12). 
La membrane plasmique basale contient aussi plusieurs transporteurs d'ions 
qui sont décrits à la section 1.2.5.3. Le noyau, les mitochondries et les 
microperoxisomes sont préférentiellement localisés dans le cytoplasme du côté 
basal (13). Du côté basal, les cellules de ,'EPR sont séparées de la choroïde 
par un flasque réseau de fibres de collagène (et autres protéines de structure) 
appelé membrane de Bruch (Figure 1.4 (N» (12). 
1.2.4.3.1 La membrane de Bruch 
La membrane de Bruch (Figure 1.4 (N)) est composée de cinq couches. 
soit la membrane basale des cellules de l'EPR (Figure 1.4 (1)), une couche 
appelée «collagéneuse interne» (Figure 1.4 (J)), une couche appelée 
« élastine» (Figure 1.4 (K»), une couche appelée «collagéneuse externe» 
(Figure 1.4 (L)) et, finalement, la membrane basale des capillaires de la 
choroïde (Figure 1.4 (Mn (30). Plusieurs éléments de la matrice extracellulaire 
ont été identifiés dans la membrane de Bruch (30). La membrane basale de 
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l'EPR est surtout composée de collagène de type IV et V, de laminine et 
d'héparine sulfate. Les couches «collagéneuse interne» et «collagéneuse 
externe» sont composées de collagène de type l, III et V, de fibronectine, de 
chondroïtine sulfate et de dermatan sulfate. La couche « élastine », comme son 
nom l'indique, est composée d'élastine ainsi que de collagène de type VI et de 
fibronectine. La membrane basale des capillaires de la choroïde est composée 
de collagène de type IV, V et VI, de laminine et d'héparine sulfate. La 
membrane de Bruch a non seulement un rôle de soutien, mais aussi d'adhésion 
aux cellules de l'EPR. En effet, des protéines d'adhésion situées à la surface 
des cellules de "EPR, nommées intégrines, assurent la liaison entre la 
membrane cellulaire de l'EPR et la membrane de Bruch. 
1.2.5 Les fonctions des cellules de l'EPR 
L'EPR est "une des plus importantes couches cellulaires dans le système 
visuel et s'avère vital à l'intégrité des cônes et des bâtonnets de la rétine. Ces 
cellules participent à plusieurs fonctions complexes comme la phagocytose et la 
digestion des segments externes des photorécepteurs (section 1.2.5.1), la 
synthèse d'enzymes et de facteurs de croissance (section 1.2.5.2), l'échange 
d'ions et de métabolites (section 1.2.5.3), l'adhésion de la rétine (section 
1.2.5.4) et l'absorption de l'excès de lumière (comme décrit précédemment à la 
section 1.2.4.1.1). Elles représentent la principale structure responsable de la 
barrière sang-oculaire (comme décrit précédemment à la section 1.2.4.2). 
1.2.5.1 La phagocytose et la digestion des segments externes des 
photorécepteurs 
Tout comme la peau, les photorécepteurs sont continuellement exposés à 
la lumière et à l'oxygène (via la choroïde), ce qui facilite la production de 
radicaux libres et qui, avec le temps, peut endommager leur membrane (31). 
Les segments externes des photorécepteurs ne pourraient subsister toute une 
vie sans renouvellement. À tous les jours, jusqu'à 100 disques par 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
11 
photorécepteur sont phagocytés, alors que de nouveaux disques sont 
synthétisés par les segments internes des photorécepteurs (32). Ce processus 
de phagocytose suit, à un certain degré, un rythme circadien, la phagocytose 
des bâtonnets étant plus importa~te le matin à l'arrivée de la lumière alors que 
la phagocytose des cônes est plus importante le soir, à l'approche de la 
noirceur (33). Le matériel phagocyté devient encapsulé dans des vésicules 
appelées phagosomes (Figure 1.4 (C)), qui se fusionnent ensuite avec des 
lysosomes (Figure 1.4 (0» pour faciliter leur digestion (32-35). Cette étape 
constitue une tâche métabolique considérable pour l'EPR, puisque chaque 
cellule doit ingérer et digérer plus de 4000 disques par jour. Normalement, les 
acides gras polyinsaturés sont recyclés et les déchets évacués par ,'EPR, mais 
un peu de ce matériel membranaire pourrait persister dans l'EPR et ces corps 
résiduels pourraient contribuer à la formation de la lipofuscine (33). 
1.2.5.1.1 La lipofuscine 
La lipofuscine de l'EPR semble être dérivée de la digestion incomplète des 
lipides des segments externes des photorécepteurs. La lipofuscine représente 
possiblement des fragments membranaires qui ont été endommagés par la 
lumière ou l'oxydation et qui sont donc moins digestibles et moins bien 
dégradés. Dix fractions fluorescentes différentes ont été identifiées dans des 
extractions de lipofuscine des cellules de l'EPR (36-38). La lipofuscine émet 
dans un large spectre de la région visible. Par exemple, lorsqu'excitée à 488 
nm, la lipofuscine émet de la fluorescence entre 500 et 650 nm; lorsqu'excitée à 
568 nm, elle émet entre 520 et 700 nm, et lorsqu'excitée à 633 nm, elle émet 
entre 650 et 720 nm (39). La lipofuscine s'accumule graduellement avec l'âge. 
Elle peut déjà être détectée chez l'enfant et l'EPR des personnes agées 
contient une importante quantité de ce pigment autofluorescent (40). 
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1.2.5.2 la synthèse d'enzymes et de facteurs de croissance 
L'EPR synthétise des enzymes qui sont utilisées à plusieurs fonctions, 
comme le transport membranaire, le métabolisme du pigment visuel (41) et la 
digestion de déchets (33). L'EPR synthétise aussi des hormones et des facteurs 
de croissance qui aident à répondre et/ou à réguler l'environnement de l'EPR et 
des photorécepteurs (42). Plusieurs de ces fonctions sont assumées par la 
membrane de ce type de cellule qui contient une grande variété de récepteurs 
et de canaux pour les ions et les métabolites. 
1.2.5.3 l'échange d'ions et de métabolites 
L'EPR contrôle le volume et la composition du fluide de l'espace sous-
rétinien 1 par un transport d'ions et de métabolites (43-49). L'EPR, comme 
toutes les cellules épithéliales, a la propriété de transporter les métabolites, les 
fluides et les ions de façon vectorielle, soit, dans ce cas-ci, de la direction de la 
rétine vers la choroïde ou de la choroïde vers la rétine. Plusieurs transporteurs 
d'ions ont été identifiés dans l'EPR bovin (49). Sur sa face apicale, l'EPR 
possède des pompes Na+/K+-ATPase, des canaux K+, des co-transporteurs 
Na+-K+-2Cr, des co-transporteurs H+-Iactate. des co-transporteurs NaHC03• des 
co-transporteurs Na+-anion. et des échangeurs Na+/H+. Sur sa face basale, 
l'EPR possède des canaux Na+, des canaux cr et K+, des échangeurs cr 
/HC03-, des co-transporteurs NaHC03 et des co-transporteurs Na+-Iactate. La 
distribution apicale/basale de ces transporteurs est clairement asymétrique, et 
c'est cette différence qui permet à ,'EPR d'exécuter le transport vectoriel (49). 
L'EPR régule et/ou transporte aussi des métabolites et des nutriments 
comme la taurine, le GABA, le glucose, l'acide ascorbique et des acides aminés 
(49). Par exemple, l'EPR transporte la taurine, protéine essentielle pour les 
photorécepteurs, et transporte sélectivement le D-glucose mais pas le L-
1 Espace sous-rétinien: espace extracellulaire délimité par la membrane apicale des cellules 
de !'EPR, la portion distale des cellules de Müller et des segments externes des photorécepteurs. 
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glucose (12). Des récepteurs membranaires spécialisés lient des métabolites 
nécessaires, comme la vitamine A, ainsi que plusieurs hormones comme 
l'épinéphrine et la dopamine. 
1.2.5.4 L'adhésion de la rétine au fond de l'œil 
L'EPR est impliqué de façon importante dans le maintien de l'adhésion de 
la rétine au fond de l'œil (et donc dans la résistance au détachement de celle-
ci). L'adhésion de la rétine est un processus complexe qui implique plusieurs 
mécanismes complémentaires et interactifs (50). Il existe des systèmes passifs, 
comme la pression intraoculaire du vitré et la pression osmotique de la 
choroïde, qui aident à maintenir la rétine en place. De très fortes évidences 
suggèrent que ,'activité métabolique de l'EPR pourrait contribuer au maintien de 
cette adhésion. La base probable de ces effets métaboliques est le transport de 
l'eau à travers l'EPR, ce qui contrôle l'hydratation et l'environnement local de 
l'espace sous-rétinien. Le médiateur de cet effet, et aussi un élément critique de 
l'adhésion rétinienne, est la matrice interphotoréceptrice. 
1.2.5.4.1 La matrice interphotoréceptrice 
La matrice interphotoréceptrice est un matériel hautement structuré 
composé de molécules diffusibles qui sont distribuées à l'intérieur d'un réseau 
relativement insoluble de protéoglycanes et de conjugués glycosylés qui 
entourent les cônes et les bâtonnets (51). La matrice lie fermement la 
membrane limitante externe des photorécepteurs à la membrane apicale de 
l'EPR. Les propriétés d'adhésion et la viscosité de la matrice 
interphotoréceptrice dépendent de son hydratation et de son environnement 
ionique qui sont contrôlés métaboliquement par l'EPR. Cette matrice sert aussi 
de voie de cheminement pour les nutriments et autres substances qui 
traversent l'espace sous-rétinien. Elle semble être une région importante pour la 
production de récepteurs et de protéines d'adhésion qui contribuent au bon 
maintien de l'environnement des photorécepteurs. 
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1.3 LES PROTÉINES D'ADHÉSION 
Les cellules adhèrent à d'autres cellules ou à la matrice extracellulaire par 
l'entremise de protéines adhésion. Il existe quatre grandes familles de protéines 
d'adhésion, soit les cadhérines, les sélectines, les molécules d'adhésion 
cellulaire des immunoglobulines et les intégrines. 
1.3.1 Les cadhérines 
Les cadhérines constituent une famille de glycoprotéines 
transmembranaires qui partagent un domaine extracellulaire composé de 
répétitions d'un motif spécifique aux cadhérines (52). Les membres de cette 
famille interviennent dans les interactions cellulaires homotypiques via la liaison 
de leurs homologues exprimés à la surface des cellules adjacentes. Les 
cadhérines sont des molécules qui dépendent du calcium pour être 
fonctionnellement actives (52). 
La sous-famille des cadhérines appelée « classique» comprend les 
cadhérines de type N-, P-, R-, B- et E-, ainsi qu'une dizaine d'autre membres 
(53). Ces cadhérines sont retrouvées dans les jonctions adhérentes où elles 
établissent des contacts avec les filaments d'actine. L'autre sous-famille 
importante des cadhérines est constituée principalement de desmocolline et de 
desmogléine. Ces cadhérines sont associées aux desmosomes pour former 
des liaisons avec les filaments intermédiaires (54). 
Pour la plupart des cellules épithéliales, la protéine E-cadhérine agit 
comme morphogène épithélial, c'est à dire qu'elle induit le développement d'un 
phénotype épithélial in vitro suite au contact des cellules à confluence 
(14,55,56). La protéine E-cadhérine semble être un morphogène épithélial plus 
puissant que les autres membres de cette famille (57-59). Les cellules de l'EPR 
n'expriment pas la protéine E-cadhérine mais expriment plutôt une cadhérine 
qui est normalement retrouvée sur les cellules non-épithéliale, la N-cadhérine 
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(60,61). Ceci pourrait expliquer pourquoi les cellules de ,'EPR prennent plus de 
temps (comparativement aux cellules épithéliales exprimant E-cadhérine) à 
développer leur phénotype épithélial in vitro (62). 
1.3.2 les sélectines 
Les sélectines sont une petite famille de protéines d'adhésion composée 
de 3 membres, les sélectines de type L-, P- et E- (63-65). Les sélectines sont 
impliquées dans les interactions hétérotypiques cellule-cellule et dépendent du 
calcium pour être fonctionnellement actives. La protéine L-sélectine est 
exprimée de façon constitutive sur les leucocytes. La protéine P-sélectine est 
présente sous une forme latente dans les cellules endothéliales et les 
plaquettes. La protéine E-sélectine est synthétisée et exprimée sur les cellules 
endothéliales en réponse à des cytokines comme le facteur de nécrose de 
tumeur (TNF pour « tumor necrosis factor») ou l'interleukine-1 (IL-1) (63-65). 
La protéine E-sélectine a été identifiée sur les cellules de l'EPR suite à une 
photocoagulation de la rétine (66-68). 
Les rôles des sélectines sont moins bien connus que ceux des autres 
protéines d'adhésion. Cependant, il devient de plus en plus clair que les 
sélectines jouent un rôle important, avec l'aide des intégrines, dans la 
récupération des leucocytes de la circulation sanguine par les parois vasculaire 
endothéliales (69). 
1.3.3 les molécules d'adhésion cellulaire des immunoglobulines 
Les molécules d'adhésion cellulaire des immunoglobulines (lg-CAMs pour 
« immunoglobulin-cell adhesion molecules ») constituent une grande famille de 
protéines d'adhésion. Ce sont des glycoprotéines transmembranaires qui se 
distinguent par la présence d'un ou plusieurs repliement(s) appelé(s) « Ig » (70). 
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Les membres de cette famille sont présents sur une grande variété de 
type cellulaires et jouent des rôles dans plusieurs processus cellulaires 
différents. Les Ig-CAMs jouent un rôle important dans le système nerveux en 
développement, où plusieurs des membres de cette famille sont impliqués dans 
le guidage axonal ainsi que dans l'établissement et le maintien des connections 
neurales (71,72). Ils jouent aussi des rôles importants dans le système 
immunitaire (73-75). Par exemple, la protéine de la famille Ig-CAM appelé 
VCAM-1 (<< vascular cell adhesion molecule-1 ») exprimée sur les cellules 
endothéliales des parois vasculaire interagit avec l'intégrine ct4~ 1 des 
lymphocytes pour le recrutement des ces derniers aux sites d'inflammation 
(76,77). 
Plusieurs protéines de cette superfamille ont été identifiées sur les cellules 
de l'EPR, dont ICAM-1 (<< intercellular cell adhesion molecule-1 ») (67,68), 
VCAM-1 (66), CE-9/0X-47 (78), 5A11 (79) et CD147 (80). Leurs rôles dans 
l'EPR ne sont toutefois pas identifiés. 
1.4 LES INTÉGRINES 
Les intégrines forment une famille de glycoprotéines transmembranaires 
qui assurent la médiation des processus cellulaires comme l'adhésion (cellule-
cellule et cellule-matrice), la migration, la prolifération et la différenciation 
cellulaire (81-91). Les intégrines sont des molécules hétérodimériques, 
composées d'une sous-unité ct et d'une sous-unité ~ liées ensemble de façon 
non-covalente. Ces sous-unités ct et 13 s'associent entre elles pour former 
différentes combinaisons d'intégrines. 
On connait 8 sous-unités 13 et 18 sous-unités ct qui s'hétérodimérisent pour 
former 24 intégrines identifiées jusqu'à ce jour (Tableau 1.1) (81,87,92). Suite à 
l'analyse du génome humain, 6 autres sous-unités ct et 1 autre sous-unité 13 
s'ajouteraient à ces intégrines déjà connues (93). Chaque intégrine possède un 
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ou plusieurs ligands auxquels elle peut se lier. La spécificité d'une intégrine 
pour un ligand est largement assumé par sa sous-unité a (87). 
1.4.1 les différents types d'intégrines 
1.4.1.1 les intégrines ~1 
Des 8 groupes de sous-unités ~, les intégrines ~1 sont les mieux connues. 
En effet, elles peuvent s'associer à 12 chaînes a différentes (ai à 11 et av) 
(Tableau 1.1) (81,87,92). Elles sont principalement impliquées dans les 
interactions cellule-matrice extracellulaire avec des molécules comme le 
collagène, la laminine, la fibronectine et la vitronectine. Les intégrines ~ 1 sont 
exprimées par plusieurs types de cellules, comme les fibroblastes, les 
leucocytes, les plaquettes, les cellules endothéliales, les cellules épithéliales, et 
certaines cellules tumorales incluant les mélanomes (87). 
1.4.1.2 les intégrines ~2 
Les intégrines ~2 sont principalement retrouvées à la surface des leucocytes, 
dont les monocytes et les macrophages (94. Elles sont importantes dans la 
réponse inflammatoire car elles assurent la médiation de l'agrégation 
plaquettaire, l'adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales, la liaison au 
complément ainsi que la liaison aux agents microbiens {Gahmberg, 1997 
#805,95). Les intégrines ~2 sont exprimées sur les leucocytes de façon 
constitutive, et sont normalement retrouvées sous leur forme inactive. Elles 
deviennent activées en réponse aux cytokines ou à des signaux intracellulaires 
(85). 
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TABLEAU 1.1: Les intégrines et leur(s} ligcmd(s). 































Collagène (types l, Il, IV), Laminine 
Collagène (types l, Il, IV), Laminine, Chondroadhérine 
Épiligrine, Laminine, Nidogène/Entactine, Fibronectine, 





Fibronectine, Ostéopontine, Vitronectine 
Fibronectine-alt*, Tenascin 
Fibronectine, Collagène (types l, Il) 
Collagène (types l, Il) 
Fibronectine, Vitronectine 
ICAM*-1, -2, -3 
C3Bi*, Facteur X, Fibrinogène, ICAM*-1 
Fibrinogène, C3Bi* 
VCAM-1* 
Fibrinogène, Fibronectine, Facteur de von Willebrand, Vitronectine 
Fibrinogène, Fibronectine, Facteur de von Willebrand, Vitronectine, 
Thrombospondine 
E-Cadherin 
Fibronectine-alt*, VCAM-1*, MAdCAM* 
Laminine 
Vitronectine, Ostéopondine, sialoprotéine 1 de l'os 
Fibronectine 
Vitronectine 
*Abréviations des ligands: VCAM-1 = « vascular ce Il adhesion molecule-1 », 
Fibronectine-alt = fibronectine, région d'épissage alternatif (voir section 1,5,1), ICAM = 
«intercellular ce Il adhesion molecule », C3bi = C3b inactivé (composante du 
complément), MadCAM = « mucosal adressin cell adhesion molecule ». Tiré de (92). 
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1.4.1.3 les intégrines ~3 
Il n'existe que deux intégrines qui sont composées de la sous-unité 133, 
l'intégrine allb~3 et l'intégrine av133 (Tableau 1.1). L'intégrine allb~3 est 
exprimée par les plaquettes, les mégacaryocytes et les mélanomes (85). Cette 
intégrine semble jouer un rôle dans l'hémostase, puisque des anticorps dirigés 
contre elle inhibent l'agrégation plaquettaire. L'intégrine avp3 est retrouvée à la 
surface d'une grande variété de cellules, comme les cellules endothéliales, les 
fibroblastes, les cellules gliales, les ostéoblastes et les mélanomes (85). 
L'intégrine avp3 joue un rôle important dans l'angiogenèse et dans la formation 
de métastases (96). 
1.4.1.4 les intégrines ~7 
Les intégrines 137 sont retrouvées à la surface des lymphocytes. L'intégrine 
a4p7 est fortement exprimée par les lymphocytes de l'intestin (97-99) et elle 
assure la médiation de la liaison et de l'adhésion des lymphocytes (100). La 
seule autre intégrine connue à posséder 137 comme sous-unité est l'intégrine 
aE~7. Cette intégrine est retrouvée à la surface des lymphocytes intra-
épithéliaux de plusieurs tissus, mais très peu à la surface des lymphocytes de la 
circulation sanguine (101). Elle a comme principal rôle l'adhésion des 
lymphocytes T aux cellules épithéliales (102). 
1.4.1.5 les autres intégrines f3 
L'intégrine a6p4 est retrouvée dans les cellules épithéliales comme 
composante des hémidesmosomes et participe à l'adhésion des cellules 
épithéliales à la membrane basale (85). Elle a aussi été identifiée à la surface 
des cellules endothéliales et les cellules de carcinome de poumon où elle 
semble agir comme récepteur de la laminine (85). Les intégrines 135 et 136 
s'hétérodimérisent chacune avec la sous-unité av. L'intégrine avp5 est 
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retrouvée à la surface des fibroblastes, les cellules de carcinome de poumon 
(85), les cellules musculaires lisses (103) et les gliomes (104). Elle semble 
aussi jouer un rôle dans la phagocytose des photorécepteurs par l'EPR (105-
108), bien qu'une étude récente démontre que son rôle dans la phagocytose 
soit plutôt mineur (109). L'intégrine avj36 est moins bien documentée. Elle est 
retrouvée à la surface de certaines cellules de carcinomes (85). Très peu 
d'informations sont disponibles sur l'intégrine aVj38, sinon qu'elle a été identifiée 
dans le placenta (85). 
1.4.2 Structure des intégrines 
Les intégrines possèdent des parties cytoplasmique, transmembranaire et 
extracellulaire (Figure 1.5). Les sous-unités a ont une masse moléculaire 
variant entre 120 et 180 kDa (89). Elles possèdent un court domaine 
liaison lit la 
matrice ext1'acellulaire 
FIGURE 1.5 : Schéma d'lme intégrine. Image tirée de (110) 
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cytoplasmique et un long domaine extracellulaire où se retrouvent plusieurs 
régions servant à lier des cations divalents. Ces cations sont essentiels pour le 
fonctionnement de cette sous-unité (82,89) (voir section 1.4.3.1). Les sous-
unités ~ ont une masse moléculaire variant entre 90 et 110 kDa. Le domaine 
extracellulaire est long et possède des séquences riches en cystéines (82,89). 
Ces séquences semblent être reliées par des ponts disulfures (89). Les sous-
unités ~ ont un domaine intracellulaire qui ancre les intégrines au cytosquelette 
de la cellule par le biais des protéines vinculine et taline. 
Le modèle courant de "organisation structurelle des intégrines est 
largement basé sur la structure de la partie extracellulaire de l'intégrine av~3 qui 
a été cristallisée (111). Les segments NH2-terminaux des sous-unités a et ~ 
s'assemblent en une «tête» ovoïde d'où émerge deux « queues» presque 
parallèles (Figure 1.6). La tête de la sous-unité av consiste en un domaine en 
éventail de feuillets-~ à sept lames (chaque lame étant formée de quatre 
feuillets ~ antiparallèles) et un domaine « A » de la sous-unité ~3 (nommé ~A). 
Cette tête a une dimension d'environ 90 A par 60 A par 45 A. L'interface 
principale entre les 2 sous-unités se retrouve dans la tête, entre le domaine ~A 
et le domaine en éventail de feuillets-~ à sept lames d'av, et ressemble 
beaucoup à l'interface Ga/G~ des protéines G (111). 
1.4.3 Mécanisme d'activation des intégrines 
De récents modèles prédisent que les intégrines peuvent exister sous de 
multiples états conformationnels, soit un état inactivé, activé de façon 
intermédiaire, ou complètement activé (112). Ces différents états confèrent à 
ces intégrines différentes affinités pour leur ligand (113). La liaison de l'intégrine 
à la matrice extracellulaire peut activer directement une signalisation 
cytosolique, signalisation appelée «outside-in» puisque les signaux 
proviennent de l'extérieur de la cellule et agissent sur l'intérieur de celle-ci 
(89,114). Alternativement, les intégrines peuvent aussi être activées par des 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
22 
signaux appelés «inside-out », c'est à dire des signaux qui proviennent de 
l'intérieur de la cellule et qui se propagent vers l'extérieur de la cellule (89,114). 
Ces signaux semblent agir sur la partie cytoplasmique des intégrines et 
permettent de libérer les contraintes entre les deux sous-unités. Ce 
changement conformationnel permet d'exposer le site de haute affinité pour la 
liaison au ligand (115). L'intégrine a5~1 (116), ainsi que les autres intégrines 
(112), peuvent aussi être activées par des stimulis non-physiologiques comme 
des anticorps activateurs ou de fortes concentrations de cations divalents 
extracellulaires tels que le Mg2+ et le Mn2+, dont les rôles sont expliqués dans la 
section suivante. 
1.4.3.1 Rôle des cations divalents dans la liaison des intégrines à leur 
ligand. 
Les réarrangements conformationnels des intégrines pour la liaison de leur 
ligand sont intimement reliés à leur besoin en cations divalents extracellulaires. 
Chaque intégrine contient trois à cinq sites de liaison pour des cations divalents 
dont la constante d'affinité est peu élevée (de l'ordre du JlM-1 à mM-1) (90). Suite 
à leur liaison, ces cations exercent des effets importants sur la fonction des 
l'intégrines (90). Collectivement, ces ions divalents peuvent agir soit 1) comme 
effecteurs, en favorisant la liaison de l'intégrine à son ligand, 2) comme 
antagonistes, en inhibant la liaison de l'intégrine à son ligand ou 3) comme 
sélecteurs, en changeant la spécificité de la liaison des intégrines pour leur 
ligand. Une hypothèse pour expliquer l'influence des cations sur les fonctions 
des intégrines veut que le ligand et les cations divalents partagent un site de 
liaison commun dans la région de l'intégrine liant le ligand. Cette hypothèse est 
appuyée par une étude démontrant que les ligands RGD2 peuvent déplacer 
deux ions métalliques préalablement liés (117). 
2 RGD: tripeptide arginine - glycine - acide aspartique; voir aussi la section 1.5.2. 
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FIGURE 1.6: Structure de .'intégrine aVJ33. La sous-unité av est représentée 
en bleu et la sous-unité 133 en rouge. A) Dans le cristal, l'intégrine 
aVJ33 est pliée en une région définie des queues, suggérant une 
flexibilité non-habituelle qui pourrait être liée à la régulation de 
l'intégrine, bien qu'on ne puisse exclure l'hypothèse qu'il puisse 
s'agir d'un artéfact de la cristallisation. B) Lorsqu'allongée, chaque 
queue forme un mince cylindre d'environ 160 A de long et 
d'environ 20 A de diamètre. Tiré de (111). 
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1.5 LA FIBRONECTINE 
1.5.1 Structure de la fibronectine 
La fibronectine est retrouvée de façon abondante dans le plasma (300 
l-lg/ml) et aussi de façon insoluble dans la matrice extracellulaire (118). Cette 
protéine est un dimère de 2 sous-unités d'environ 250 kDa. Les 2 chaînes sont 
liées de façon covalente près de la région C-terminale par un pont disuifure. 
Chaque monomère est constitué de trois types de segments répétitifs appelés 
type l, Il et III. La fibronectine contient 12 répétitions de type l, 2 répétitions de 
type Il et 15 à 17 répétitions de type III (Figure 1.7) (118). 
l\IH2 
[] Répétition de type 1 Répétition de type 2 Répétition de type 3 • Région d'éplssage alternatif 
Figure 1.1 : Structure d'un monomère de la fibrc:mectine. Tiré de (119). 
Même si la molécule de fibronectine est le produit d'un seul gène, la 
protéine résultante peut exister sous différentes formes qui apparaissent suite à 
un épissage alternatif du pré-ARNm et qui peut générer, chez l'humain, près de 
20 variants de fibronecîine (120,121). Les principales régions d'épissage 
alternatif sont appelées EDB et EDA (<< Extra Domain» B et A) et sont 
localisées respectivement entre la i ème et la 8ième et entre la 11 ième et la 1 i ème 
répétition de type III (Figure 1.7). La fibronectine plasi!1atique ne contient 
généralement pas les régions EDB et EDA. Une autre de ces régions 
d'épissage alternatif est retrouvée dans la région V (pour « longueur variable») 
aussi appelée IIICS (<< Type III Connecting Segment ») localisée entre la 14ième 
et la 15ième répétition de type III. Il existe aussi une 4ième région d'épissage 
alternatif retrouvée dans le cartilage, où toute la région V est absente ainsi que 
la 15ième répétition de type III et la 10ième répétition de type 1. Ainsi, l'épissage 
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alternatif du pré-ARNm permet de produire une multitude de variants, générant 
des fibronectines avec différents sites de liaison et différentes propriétés 
d'adhésion cellulaire, ce qui donne ainsi la possibilité aux cellules d'altérer 
précisément la composition de la matrice extracellulaire de manière spécifique 
d'un tissu à un autre. 
1.5.2 Le site de reconnaissance RGD 
La fibronectine peut servir de ligand à une douzaine d'intégrines (81) 
(Tableau 1.1). Un site clé pour l'adhésion de la fibronectine aux intégrines, le 
motif arginine-glycine-acide aspartique (RGD), a été identifié dans la 10ième 
répétition de type III. La reconnaissance de ce simple tripeptide est complexe et 
dépend de sa présentation tridimensionnelle et des particularités individuelles 
des sites de liaison des intégrines au ligand. L'affinité des intégrines pour des 
peptides contenant la séquence RGD varie significativement d'une intégrine à 
l'autre (122,123). Les peptides contenant la séquence RGD démontrent 
habituellement une activité diminuée et moins spécifique comparativement à la 
fibronectine (124,125). Des études ont donc été entreprises pour identifier le 
plus petit fragment de la fibronectine étant capable de lier la cellule. Un 
fragment de la fibronectine de 20 kDa contenant la gième et la 10ième répétition 
de type III a démontré une activité adhésive semblable à la fibronectine intacte 
(126). Ce fragment semble donc représenter le plus petit segment fonctionnel 
de la fibronectine étant capable de lier la cellule. 
1.5.3 Présence de la fibronectine dans la rétine 
Sur des coupes de rétines humaines, la fibronectine est retrouvée sur la 
membrane de Bruch et autour des cellules de l'EPR (127). Il est probable 
qu'une grande partie de cette fibronectine proviennent des cellules de l'EPR 
puisque celles-ci sont capables d'en sécréter in vitro (127). La fibronectine est 
présente dans la paroi des capillaires rétiniens et dans la membrane limitante 
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interne3 (128) (129) (130). Il n'est pas clair quelle est l'origine cellulaire de cette 
fibronectine. Elle pourrait provenir des cellules ganglionnaires, des astrocytes, 
des cellules de Müller ou des cellules endothéliales de la paroi vasculaire, 
puisque toutes ces cellules se trouvent à proximité de la membrane limitante 
interne. Il a été démontré que les cellules endothéliales (131) ainsi que les 
astrocytes (132) synthétisent la fibronectine. Il y a une augmentation de la 
fibronectine dans la rétine lors de différentes conditions pathologiques, 
notamment dans la vitréorétinopathie proliférante. 
1.6. la vitréorétinopathie proliférante 
La vitréorétinopathie proliférante est la cause la plus importante de l'échec 
des chirurgies de recollement de rétine (133-135). Suite à un déchirement ou un 
décollement de la rétine, les cellules de l'EPR qui sont normalement 
quiescentes et différenciées, vont se dédifférencier, se détacher de la 
membrane de Bruch, migrer et proliférer dans le vitré (135,136). Il se forme 
alors des membranes dites épirétiniennes (sur la surface de la rétine) et/ou 
vitréorétiniennes (dans le vitré) qui vont se contracter et tirer sur la rétine, 
amenant un aggravement du décollement de celle-ci (135,136). 
Il a été démontré que la fibronectine était fortement exprimée dans les 
membranes épirétiniennes (137-141). Comme les sous-unités a4f31 et a5f31 
sont présentes dans les bords des membranes de vitréorétinopathie 
proliférante, on suppose qu'elles interagissent avec la fibronectine dans le vitré 
(142). Larouche et al. (143) ont démontré une très forte stimulation de plus de 
18 fois de ,'activité dirigée par le promoteur du gène a5 lorsque des cultures de 
cellules épithéliales de la cornée sont cultivées en présence de fibronectine. 
Les résultats de Huang et Chakrabarty (144) appuient ces résultats. Ils ont en 
effet démontré que la présence de fibronectine stimule l'expression de son 
récepteur, l'intégrine a5f31. Du fait de cette grande importance de la fibronectine 
dans la vitréorétinopathie proliférante, il a été proposé que les intégrines liant la 
3 Membrane limitante interne: région qui sépare la rétine du vitré 
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fibronectine (comme par exemple les intégrines a4~1 et a5~1) joueraient aussi 
un rôle important dans cette pathologie (142). 
Diverses données in vitro et in vivo suggèrent que la contraction des 
membranes au cours de la vitréorétinopathie proliférante pourrait s'accomplir 
par l'intermédiaire des intégrines a2~1, a4~1 et a5~1 (145-147). Par ailleurs, les 
disintégrines, un groupe de peptides contenant la séquence RGD et provenant 
de venin de vipère, inhibent la contraction de vitré des cellules de l'EPR in vitro 
et inhibent significativement le décollement de rétine chez un modèle de 
vitréorétinopathie proliférante du lapin (148). Ces données suggèrent que les 
intégrines pouvant lier la séquence RGD, comme les intégrines a2~ 1 et a5~ 1, 
exerceraient un rôle important dans la vitréorétinopathie proliférante. 
Les études de Brem et al. (149) et de Robbins et al. (147) ont démontré 
que l'EPR dans la vitréorétinopathie proliférante exprime un plus grand nombre 
d'intégrines que dans l'EPR normal. En effet, on retrouve dans l'EPR de 
membranes épirétiniennes de patients souffrant de vitréorétinopathie 
proliférante la présence des sous-unités ~ 1, ~2, ~3, a2, a3, a4, a5, a6 et av 
(147), alors que seul les sous-unités ~2 et a4 étaient retrouvées dans ,'EPR 
normal (149). Ces résultats suggèrent que dans les stades précoces de la 
vitréorétinopathie proliférante, ,'EPR exprime de nouvelles intégrines qui 
facilitent sa migration, sa prolifération et son attachement au vitré ou à d'autres 
membranes. Des changements dans "expression des intégrines ont donc été 
proposés comme étant responsables de la prolifération et de la migration de 
l'EPR observées suite à un décollement de la rétine (147). Dans le cadre de 
cette étude, nous nous sommes intéressés aux intégrines a4~ 1 et a5~ 1 afin de 
mieux comprendre leur rôle dans la vitréorétinopathie proliférante. 
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1.7 L' INTÉGRINE a4~1 
L'intégrine a4~1, aussi connue sous les noms de VLA-4 (<< Very Late 
Antigen-4 }» et de CD49d/CD29, assure la médiation des contacts cellule-
cellule et cellule-matrice par le biais de deux ligands principaux, soit le VCAM-1 
et la fibronectine (150) (Tableau 1.1). 
1.7.1 Interactions entre l'intégrine a4~1 et la fibronectine 
Les séquences de la fibronectine liant l'intégrine a4~ 1 ont reçu beaucoup 
d'attention. En effet, deux séquences de la fibronectine liant cette intégrine 
(LDV4 et REDV5) ont été identifiées dans la région V, région retrouvée lors 
d'épissage alternatif (Figure 1.7) (119). Des sites additionnels de liaison, 
IDAPS6 et KLDAPT7, sont aussi présents dans respectivement la 14ième et la 
5ième répétition de type III (119). De plus, il a été démontré récemment que 
l'intégrine a4~1 (ainsi que l'intégrine a9p1) liaient la séquence EDGIHEL8 
localisée dans le segment d'épissage alternatif EDA, suggérant un rôle possible 
de ces intégrines dans la cicatrisation puisq'une augmentation de l'expression 
de fibronectine contenant la région EDA est observée lors de la cicatrisation 
(151 ). 
1.7.2 Expression et rôles de l'intégrine a4p1 
La sous-unité a4 est exprimée par les cellules hématopoïétiques où elle 
joue un rôle clé dans la différenciation de toutes les lignées hématopoïétiques à 
travers ses interactions avec la fibronectine et VCAM-1 dans la matrice stromale 
et avec les cellules du stroma de la moelle osseuse et du foie fœtal (152-154). 
4 LDV: leucine - acide aspartique - valine 
5 REDV: arginine - acide glutamique - acide aspartique - valine 
6 IDAPS: isoleucine - acide aspartique - alanine - proline - serine 
7 KLDAPT: lysine - leucine - acide aspartique - alanine - proline - thréonine 
8 EDGIHEL: acide glutamique - acide aspartique - glycine - isoleucine - histidine - acide 
glutamique - leucine 
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La sous-unité a4 est exprimée avant la plupart des marqueurs spécifiques de 
lignées cellulaires lors des premières étapes de l'hématopoïèse (155,156). Puis, 
suite au processus de différenciation hématopoïétique, son expression devient 
restreinte à seulement quelques familles de cellules comme les lymphocytes et 
certaines sous familles de cellules myéloïdes (157). 
L'intégrine a4~ 1 joue un rôle important dans la régulation de la réponse 
immunitaire. L'interaction de l'intégrine a4~1 (des lymphocytes) avec VCAM-1 
(des cellules endothéliales activées) est responsable du recrutement des 
lymphocytes aux sites d'inflammation (76,77). Il n'est donc pas surprenant 
d'observer une fonction pour cette intégrine dans différentes pathologies 
inflammatoires comme l'asthme (157), les allergies (158), l'arthrite (159) et 
l'athérosclérose (160). Des peptides de l'intégrine a4~1 ont d'ailleurs atteint 
l'étape des essais cliniques pour, entre autre, le traitement de l'asthme, de 
l'arthrite et de l'athérosclérose (161,162). 
Outre les cellules sanguines, l'intégrine a4~ 1 est aussi exprimée par 
différents types de cellules adhérentes. Elle a été détectée chez les fibroblastes 
du derme (163), les cellules de l'épicarde (164,165), les cellules épithéliales de 
la cornée (166) et les cellules de l'EPR. La sous-unité a4 est exprimée tôt dans 
le développement des muscles où elle interagit avec le ligand VCAM-1 pour 
assurer la médiation des interactions cellule-cellule qui sont importantes lors de 
la myogenèse (167,168). 
Le rôle de l'intégrine a4~ 1 dans la migration cellulaire est aussi bien 
documenté. La migration des cellules du tube neural et des cellules 
hématopoïétiques sur la fibronectine est perturbée par des anticorps qui 
inhibent spécifiquement la liaison entre l'intégrine a4~1 et la fibronectine (169-
171). Chez les embryons de souris déficients en intégrine a4~ 1, les cellules 
progénitrices du cœur ne migrent pas sur le cœur embryonnaire pour former 
l'épicarde (172). 
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L'intégrine a4~ 1 jouerait aussi un rôle dans le potentiel métastatique de 
certaines cellules cancéreuses. Une diminution en intégrine a4~1 (173) ou une 
diminution de l'activité transcriptionnelle du gène a4 (174) génère des lignées 
cancéreuses hautement métastatiques. Par contre, d'autres études (175-177) 
démontrent que plus il y a d'intégrine a4~ 1, plus les cellules forment des 
métastases. Ainsi, le rôle de cette intégrine dans le potentiel métastatique n'est 
pas encore clair. 
1.1.3 Expression de l'intégrine a4~1 par les cellules de I"EPR 
L'expression de l'intégrine a4~1 à la surface des cellules de l'EPR n'a pas 
beaucoup été étudiée. Deux études démontrent la présence de la sous-unité a4 
in situ dans l'EPR (149,178). Ces données démontrent que la sous-unité a4 est 
présente sur toute la surface de l'EPR (149), avec un marquage plus intense 
sur la face apicale de la cellule (178). Nos résultats confirment ces données 
(voir chapitre 5). 
Une seule étude a rapportée la présence de la sous-unité a4 au niveau 
des cellules de ,'EPR in vitro (146). Cette étude suggère que cette sous-unité 
serait absente des cellules de l'EPR en culture. Par contre, nos travaux 
démontrent clairement que la sous-unité a4 est présente in vitro (voir chapitre 
5). 
Il est important de noter qu'il n'existe pas de publication ayant étudié 
,'activité du promoteur de la sous-unité a4 dans l'EPR. 
1.1.4 le promoteur du gène a4 
Le promoteur basal et la région 5' en amont du gène de l'intégrine a4 ont 
été clonés et partiellement caractérisés (179-181). Rosen et al. (179) ont 
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identifié plusieurs sites de liaison pour des protéines nucléaires sur le gène de 
l'intégrine a4, soit un site AP-1 à la position +590, une boite TATA à la position -
41, des boites PU aux positions -54 et -67, une boite CAA T à la position -212, 
un site de liaison pour MyoD à la position -274 et un site AP-1 à la position 
-377. Rosen et al. (180) ont identifié 3 sites de liaison pour des facteurs de 
transcription de la famille Ets entre les positions -76 et -42 pb, soit aux positions 
-50, -54 et -67. Plusieurs sites pour le facteur de transcription c-myb sont 
présents entre les positions -130 et -2000 pb (182). Il existe aussi deux sites de 
liaison ZEB (plus précisément des séquences de boites E) aux positions -361 et 
-399. Il a d'ailleurs été démontré que le facteur de transcription ZEB liait ces 
régions du promoteur a4 et qu'il agissait comme répresseur de la transcription 
de ce gène (183). Le gène de l'intégrine a4 est dépendant de la combinaison 
des facteurs de transcription c-myb et des facteurs de transcription de la famille 
à domaine Ets (182). ZEB bloque à la fois l'activité des protéines c-myb et Ets, 
mais c-myb et Ets agissent en synergie pour prévenir la répression de ZES 
(182). 
Par des études de transfections transitoires utilisant la séquence 
promotrice du gène a4 délétée à différentes positions en 5', Audet et al. (181) 
ont identifié plusieurs zones de régulation importantes, communes à plusieurs 
types cellulaires exprimant l'intégrine a4. Ainsi, deux zones de régulation 
positive ont été identifiées entre les positions -42 et -76 pb et entre -76 et -120 
pb. Ces travaux rapportent également la présence d'une zone de régulation 
négative située entre les positions -120 et -1000 pb. Rosen et al. (180) ont 
obtenu des résultats similaires et ont aussi démontré que le promoteur n'est pas 
actif pour des cellules n'exprimant pas a4. Postigo et al. (182) ont également 
effectué des transfections transitoires sur différents types de cellules, quatre 
types n'exprimant pas a4 et quatre autres l'exprimant. Tous les types cellulaires 
démontraient une régulation positive déterminée par le segment compris entre 
les positions -42 et -76 pb. Par contre, une forte chute de ,'activité du promoteur 
a4 est observée entre les positions -300 et -400 pb lorsque transfecté dans les 
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cellules n'exprimant pas ((,4, alors que les cellules exprimant ((,4 démontraient 
une forte activité du promoteur jusqu'en position -2000 pb. 
-900 TGGCTAAATA CTCTAGCCAG GCAAGCTCTC TCAGTTCTTC TACCTGGCTC -851 
-850 CTCTGGAGCC CTCCTTATTG CTCATCCCAT TCTTAGCCTG ATTCAAGATT -801 
-800 CCTGGTCCTT CAAATCTCTC TTTAAGTGTC CTTACCTGGA TCTTTCTCTA -751 
-750 GTTAGTACAA ATTTTTCTAT CTACCATTGG AGCGAACATT TTTTGAAACT -701 
-700 TTGTATCAGT CCTGCCTTAC TCTTGGTGGA ATCCTGTGGT CCTAGTCAAG -651 
-650 TGCCTGCTCC ATGAATGTGC TGAATAAATG AATAAGCATT TTAATTGTGT -601 
-600 ATCTGTCATT AGTGTCAGAT GTGTTATTTA TTCCAGCATG GTTTTAGCAC -551 
-550 ACAGACACAC TCTTTGATGC AGACTTTTCT TTTCTTTTTA CATATAGCAA -501 
-500 CAATAAAAAA CTAGACTTTC ATCTCCTGAA AATATCAGTC TAATAATCAC -451 
-450 CTATGGCTGT CTCTCTGGTT GCTGAAGGAA AAAAAAAAAA AAGGCAGGGC -401 
lES AP-1 
-400 ACACC1'{]GAT TGCATTAGAA TGA~Ç'tt;:~C TACCCAGTTC AGGTGTGTTG -351 
-350 CGTTGTGGGT CTCCGGCACA TTTCAGAGGC TGATTAGGAC CCTGACCCCA -301 
myoD c-myb 
-300 CACTGGGGTT TACACCCCTA ~9.Ç#\~r~'r."'f:GTCCCGTGG -25] 
-250 GGTGCGTGAA AAGGGGGGAT CATCAATTAC CAGCTGGAdC AA1tGAATCG -201 
-200 GTTAAATGTG AATCAAGTCA CAGTGCTTCC TTAACCCAAC CTCTCTGTTG -151 
-150 GGGTCAGCCA CAGCCTAAAC CGCCTGCCGT TCAGCCTGAG AGGCTGCTGC -101 
-100 TAGCCTGCTC ACGCATGCAG CCCGGGCTGC -51 
Ets 
-50 ~T~GAAGGGT GCTGAGATGT GGGTCTTGAA GAGAATAGCC -1 
. 
FIGURE 1.8: Séquence du promoteur du gène ((,4 (tiré de (179,181) et de la 
séquence GenBank # l26059). le schéma inclut aussi les sites consensus de 
liaison de différents facteurs de transcription (voir section 1.7.4). 
larouche et al. (184) ont concentré leurs efforts sur la région située entre 
les positions -76 et -42 pb puisque celle-ci exerce une forte influence positive 
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sur l'activité du promoteur a4. Ils ont identifié 2 régions, qu'ils ont surnommé 
a4.1 et a4.2, responsables de la régulation positive du segment -42/-76 du 
promoteur a4. Ils ont aussi identifié 5 protéines nucléaires liant la région a4.1. 
Ces protéines n'appartiennent cependant pas à celles de la famille Ets. 
1.8. L'INTÉGRINE a5~1 
L'intégrine a5p 1 est aussi connue sous les noms de VLA-5 (<< Very Late 
Antigen-5 ») et de CD4ge/CD29. Elle fut la première intégrine liant la 
fibronectine à avoir été identifiée (185) et, contrairement aux autres intégrines 
liant la fibronectine, elle ne lie aucun autre ligand (Tableau 1.1). 
1.8.1 Interactions entre l'intégrine a5~1 et la fibronectine 
En plus du tripeptide RGD, des études de mutagenèse (186,187) ont 
démontré que la région centrale de la 9ième répétition de type III (une région 
appelée de «synergie» ayant la séquence en acides aminés PHSRN9) est 
importante pour une liaison de haute affinité de cette intégrine à la fibronectine. 
1.8.2 Expression et rôles de l'intégrine a5~1 
L'intégrine a5p 1 est ubiquitaire et par conséquent exprimée par une 
panoplie de cellules comme, entre autre, les fibroblastes (188-192), les cellules 
épithéliales (166) incluant l'EPR, les kératinocytes (193,194), les cellules d'une 
lignée de pro-monocytes (195), les leucocytes (196,197), les cellules non-
neurales des nerfs en développement (198), les cellules de fibrosarcome 
(197,199), les cellules de mélanome (200-202) ainsi que les cellules de 
carcinome (203,204). En fait, il est plus difficile de trouver des cellules 
n'exprimant pas l'intégrine a5p 1 que le contraire. Son expression est absente 
au niveau des lymphocytes B (197). 
9 PHSRN: proline - histidine - sérine - arginine - asparagine 
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L'importance de cette intégrine dans la migration, la prolifération et la 
différenciation n'est plus discutable. En effet, plus d'une centaine d'articles ont 
traité de son expression dans ces processus cellulaires au cours des 12 
dernières années. Par exemple, une diminution de l'expression d'a5~1 à la 
surface de fibroblastes diminue la migration et la prolifération de ces cellules 
(192). L'expression ectopique de la sous-unité a5 par des myoblastes empêche 
ces derniers de se différencier et contribue ainsi à maintenir ces cellules dans 
un état prolifératif (205). L'expression de l'intégrine a5~ 1 chute lors de la 
différenciation terminale des kératinocytes (193,194). Des anticorps dirigés 
contre l'intégrine a5~1 ou la sous-unité a5 empêchent l'adhésion de différentes 
lignées de leucocytes (196). L'adhésion d'une lignée cellulaire de mélanome 
humain à la fibronectine est surtout assurée par la médiation de l'intégrine a5~ 1 
(202). 
L'intégrine a5~ 1 semble aussi être impliquée dans le phénomène de 
dépendance à l'ancrage, plus communément désigné sous le terme 
d'« anoïkis ». L'anoïkis se définit comme une apoptose induite par des 
interactions cellule-matrice extracellulaire inadéquates ou inappropriées (206). 
Puisque l'ancrage des cellules à la matrice extracellulaire est assuré par la 
médiation des intégrines, plusieurs études ont tenté de déterminer quelles 
intégrines étaient importantes dans la médiation des signaux de survie (207). 
Bien que plusieurs intégrines soient impliquées dans ce processus, l'intégrine 
a5~ 1 semble particulièrement importante pour certaines lignées cellulaires. Les 
cellules CHO (<< chinese hamster ovary») et les cellules HUVEC (<< human 
umbilical vein endothelial ceUs ») sont protégées de l'anoïkis lorsqu'elles se lient 
à la fibronectine en utilisant l'intégrine a5~1 (208,209). Des résultats similaires 
ont été obtenus par Lee et Juliano (210) qui ont démontré que la surexpression 
de la sous-unité a5 et la liaison de l'intégrine a5~ 1 à la fibronectine protégeaient 
les cellules de la lignée RIE1 (cellules épithéliales de l'intestin de rat) de 
l'apoptose. La surexpression de la sous-unité a5 protège aussi les cellules HT-
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29 (carcinome du colon humain) de l'apoptose induite par l'absence de sérum 
dans le milieu de culture (211). 
1.8.3 Expression de l'intégrine a5~1 par les cellules de l'EPR 
Il existe une controverse dans la littérature quant à l'observation in situ de 
la sous-unité a5 au niveau de l'EPR. Deux études soulignent l'absence de la 
sous-unité a5 (149,212), alors qu'une autre note la présence de l'intégrine a5131 
au niveau des cellules de l'EPR (213). Dans cette dernière étude, le marquage 
de l'intégrine a5131 à la surface des cellules de "EPR est situé du côté baso-
latéral. Nos mesures contribuent à clarifier cette controverse (voir chapitre 3). 
La présence de la sous-unité a5 in vitro est bien documentée (62,146,214-
220). De plus, son expression à la surface de la cellule varie selon le stade de 
confluence (62,146,214,219). Les cellules non-confluentes démontrent un 
marquage hétérogène, en agglomérat à la surface cellulaire ainsi qu'un 
marquage à la bordure de la membrane cellulaire (214,219), alors que le 
marquage pour les cellules confluentes se retrouve surtout au pourtour des 
cellules, Le. au contact cellule-cellule (62,146,214). Nos résultats confirment 
ces données (voir chapitre 4). 
Afin de mieux comprendre les variations de l'expression cellulaire de la 
sous-unité a5 à la surface des cellules de l'EPR, il serait important de 
comprendre comment son promoteur est régulé, ce qui n'a pas encore été 
réalisé chez l'EPR. 
1.8.4 Promoteur du gène a5 
Le promoteur basal et la région 5' en amont du gène de l'intégrine a5 ont 
aussi été clonés et partiellement caractérisés (197). La région 5' en amont du 
gène de l'intégrine a5 ne contient pas de boite TATA, ni de boîte CCAAT. 
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Plusieurs sites de liaison pour des protéines nucléaires comme AP-2 à la 
position +80, AP-1 à la position -48, Sp1 aux positions -96, -115 et -255 et Ets 
aux positions -299 et -644 ont été identifiés (197). Il existe aussi des sites Sp1 
aux positions -56 (221) et -72 (143) ainsi qu'un site C/EBP à la position -70 
(221 ). 
Des travaux réalisés par le groupe de Corbi et al. (221) démontrent la liaison 
des facteurs de transcription Sp1, AP-1 et C/EBP aux régions -56, -48 et -70 du 
promoteur a5, respectivement. Cette étude démontre que AP-1 agit comme 
régulateur positif, tandis que C/EBP agit comme régulateur négatif de la 
transcription du gène a5. Gingras et al. (222) ont démontré que les facteurs de 
transcription Sp1 et Sp3 liaient la région située entre -92 et -132 pb et qu'ils 
agissaient comme régulateurs positifs de la transcription. En effet, lorsque les 
cellules épithéliales de cornées de lapin atteignent la quiescence, il s'en suit 
une forte réduction de la transcription du gène a5 qui serait la conséquence 
d'une forte réduction de l'expression des facteurs de transcription positifs Sp1 et 
de Sp3 (222). 
Les études de transfections transitoires de Birkenmeier et al. (197) utilisant 
la séquence promotrice du gène a5 délétée à différentes positions en 5' ont 
montré une faible activité du promoteur à partir de la position -27 jusqu'à -62, 
puis une forte augmentation de l'activité du promoteur entre -62 et -132 pb et 
des diminutions successives lorsque la séquence promotrice est allongée 
jusqu'à la position -657. Les résultats de transfections transitoires de Gingras et 
al. (222) sont également en accord avec ces observations. Chez les cellules de 
l'épithélium cornéen non-confluentes, l'activité du promoteur a5 est très faible 
pour les plasmides recombinants portant un segment du promoteur a5 allant 
jusqu'à la position -92 pb. Un élément de régulation positive puissant (entre -92 
et -132 pb) ainsi qu'un élément de régulation négative (entre -178 et -954 pb) 
ont également été identifiés dans le promoteur a5 (222). 
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-900 TfGGGTCCCT TfCGAAGACT TfCCACCACC ACCACCACCT CTCACAATfC -851 
-850 TCCAGGTTfG TAGGAACCCG GCCAGTTfAA TCAAGCAGGT ACTGAGGGGC -801 
-800 CAGCCACTCG CAGGCTfTIG GTCAACTGTC AGATCCAAGG AAGGGGCTCA -751 
-750 GCAGAGGTTf ACATACCCTA GGACCAAGAA GGGGGCAAAC TGGAGGAGAA -701 
-700 TCCTCCTGAT GAATGACCCC AAACTCCTGG GTfTfCAATA CTGAAGAAGC -651 
Ets 
-650 TfGGAGGA 1 J 1 JI GCAGCGGA ACTfGAGGAG CCCGTGTAGG TCCTCTAGCA -601 
-600 AGCTGACTGC GAACGCTGTC TCTGTACCTC AACTGTfGTG TCCCAAATCC -551 
-550 AGCTGGCCAG AACCCAGGCA CCCGGCGGCC CCGGAAGGCA AGGGGGAATC -501 
-500 CCAGTfGGCC GGACGCCAGA GGAGTCTCCT GTCTCTTfAG ACCCCAAAGT -451 
-450 CTCCTCCCTA AAGCACTGAG GGAGACCCCA CACACATATA CAGGCTfCCT -401 
-400 CCGCCCACCA GAGGTGATfC CTTfCCTCAT TAGGAAATfC TCCGCTCCCT -351 
-350 TTfCCGACTC GTfTICCGAG CGTTfACGTf GTACATCTGG AAAGGAATGG -301 
Ets Sp1 
-300 GG~A GGGGGAAGCA GAGAGGAGGG GGAAGAACCC AAACCCOCCC -251 
-250 AGTCTAACCC AGTCCAGACA ACCGGCTfCC AGCTGGGGCT GGGGAAAGGG -201 
-200 GGTfGGAGGG GTGCGCCCCC CCCCCACGCC CCTfAGGGGT GGGGGACGCG -151 
Sp1 
-150 GGCTCAGAGT TfCCAGGGAC CCAGGAATGC CCC{)C(X)CCA GCCCCCTCGG -101 
Sp1 Sp1 Sp1 
-100 CAGtltXj(1(:fGG GAGGGCTCAG CCG(*3AfTTT (JGC~CTCC -51 
C/EBP 
AP-1 
-50 ~or~~TrCG CCTCTGGGAG GTTfAGGAAG CGGCTCCGGG TCGGTGGCCC -1 
FIGURE 1.9: Séquence du promoteur du gène 01.5 (tiré de (197) et de la 
séquence Genbank # U48214). Le schéma inclut aussi les sites consensus de 
liaison ainsi que les régions connues liant différents facteurs de transcription 
(voir section 1.8.4). 
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1.9 OBJECTIFS DES TRAVAUX DE RECHERCHE PROPOSÉS 
Plusieurs objectifs ont été fixés pour mes études à la maîtrise et au 
doctorat, qui ont été divisés en 4 chapitres. 
1.9.1 Objectifs du chapitre 2 
Les biologistes cellulaires s'accordent à dire que plusieurs variables 
affectent la cellule en culture (milieu de culture, densité cellulaire, passage, ... ). 
Après avoir effectué de multiples transfections transitoires, nous avons 
remarqué que les activités dirigées par le promoteur 0.5 variaient 
considérablement entre les différentes cultures utilisées. Nous nous sommes 
demandés si ces variations étaient dues aux conditions de cultures utilisées et 
avons donc évaluer l'influence de certains paramètres de culture sur j'activité 
dirigée par le promoteur du gène 0.5. 
Les objectifs de ce chapitre étaient donc les suivants: 
1) Évaluer par des transfections transitoires l'effet des passages sur la 
force du promoteur 0.5 des cellules de l'EPR. 
2) Évaluer par transfections transitoires et par immunoprécipitation l'effet 
de la cryopréservation sur la force du promoteur 0.5 et sur la quantité 
de protéine a5~ 1 à la surface des cellules de l'EPR. 
1.9.2 Objectifs du chapitre 3 
ln vivo, les cellules de l'EPR sont différenciées et mitotiquement inactives. 
Lorsqu'elles sont mises en culture, elles se dé-différencient et prolifèrent puis, 
lorsqu'elles atteignent la quiescence, elles se re-différencient. On pourrait alors 
s'attendre à ce que, lors de la prolifération ou de la différenciation des cellules 
de l'EPR in vitro, il y ait expression de nouvelles intégrines qui ne seraient pas 
présentes à l'état normal (in vivo), ou encore disparition d'intégrines in vitro qui 
se retrouveraient normalement exprimées in vivo. A cet égard, Wang et al. 
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(199) ont démontré que lorsque les cellules HT1080 (fibrosarcome) sortent de 
la quiescence, il y a stimulation de l'expression de "intégrine a5. Ainsi, 
l'utilisation des cellules de ,'EPR en culture pourrait servir de modèle pour 
l'étude de la régulation de l'expression des intégrines car, en distinguant les 
cellules proliférantes des cellules différenciées, il devient possible de mieux 
comprendre les variations d'expression des intégrines lors du processus de 
différenciation, ou de dé-différenciation, tel qu'observé lors de la 
vitréorétinopathie proliférante (section 1.6). Nous avons donc porté une 
attention particulière aux conditions de culture, en mesurant l'expression des 
intégrines dans des cellules dé-différenciées et proliférantes, des cellules 
quiescentes ayant amorcé une différenciation in vitro, ainsi que des cellules 
complètement différenciées in situ. 
Les objectifs de ce chapitre étaient donc les suivants: 
1) Déterminer par un test d'incorporation au bromodéoxy uridine à quel 
stade les cellules devenaient quiescentes en culture. 
2) Déterminer par immunofluorescence si la sous-unité a5 était présente 
sur des coupes de rétines humaines in situ et sur des cellules 
proliférantes et quiescentes in vitro. 
3) Vérifier par immunoprécipitation et par RT-PCR semi-quantitatif s'il y 
avait des variations dans l'expression de la sous-unité a5, autant au 
niveau de la protéine que du transcrit, lorsque l'EPR proliférant 
devenait quiescent. 
4) Évaluer par des transfections transitoires si les différences notées au 
niveau du transcrit étaient aussi retrouvées au niveau du promoteur. 
1.9.3 Objectifs du chapitre 4 
Travailler avec du tissu humain demeure une tâche très contraignante 
puisque l'avancement des travaux dépend, entre autre, de la disponibilité des 
donneurs et de la «fraîcheur» des tissus. Nous nous sommes demandé s'il 
n'était pas possible d'utiliser une lignée cellulaire, la lignée ARPE-19, pour la 
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suite de nos travaux. La ARPE-19 est une lignée cellulaire humaine non-
transformée, apparue spontanément en culture (223) provenant d'un donneur 
de 19 ans. Cette lignée cellulaire possède plusieurs caractéristiques des 
cellules de l'EPR, incluant la morphologie cellulaire, des jonctions étanches 
fonctionnelles, et elle exprime des marqueurs spécifiques d'EPR différencié 
comme le CRALBP et la protéine RPE65. Lors des études réalisées avec cette 
lignée, nous avons aussi évalué l'influence du milieu de culture sur la régulation 
du promoteur 0.5. 
Les objectifs de ce chapitre étaient donc de : 
1) Déterminer par immunofluorescence si la sous-unité 0.5 était 
exprimée par les cellules de la lignée ARPE-19. 
2) Vérifier si les changements d'expression de la sous-unité 0.5 des 
cellules ARPE-19 proliférantes et quiescentes étaient similaires à 
ceux observés avec les cultures primaires. Nous avons mesuré les 
changements d'expression de la protéine par immunoprécipitation, du 
transcrit par RT-PCR semi-quantitatif et du promoteur par 
transfections transitoires. 
3) Évaluer par des transfections transitoires l'effet du milieu de culture 
sur ,'activité du promoteur 0.5. 
1.9.4 Objectifs du chapitre 5 
Comme décrit à la section 1.7.3, peu de choses sont connues sur 
l'expression de l'intégrine a4p1 par les cellules de l'EPR. Nous avons voulu 
mieux caractériser son expression chez les cellules de l'EPR humain. 
Les objectifs de ce chapitre étaient donc de : 
1) Vérifier par. immunofluorescence la présence de la sous-unité 0.4 sur 
des coupes de rétines humaines in situ, et sur nos cellules in vitro. 
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2) Évaluer l'expression d'a4 au niveau du transcrit par RT-PCR semi-
quantitatif et du promoteur par des transfections transitoires. 
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LOSS OF INTEGRIN a.S SUBUNIT EXPRESSION AFTER 
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2.1 RÉSUMÉ 
But: Cette étude a été réalisée afin d'évaluer l'effet des passages et de la 
cryopréservation sur l'expression de la sous-unité a5 de l'intégrine a5p1 dans 
les cellules de l'épithélium pigmentaire rétinien en culture. Méthodes: Pour 
l'effet des passages, nous avons effectué des transfections transitoires du 
promoteur a5 dans des cellules de l'EPR en culture aux passages 2, 3 et 4. Des 
cellules ont également été cryopréservées pendant 20 semaines dans ,'azote 
liquide et transfectées avec des plasmides contenant différents délétants du 
promoteur du gène a5. L'intégrine a5p1 a aussi été immunoprécipitée avant et 
après la cryopréservation afin d'évaluer l'effet de la méthode de préservation sur 
,'activité du promoteur a5 et la quantité de protéine a5p1 à la surface cellulaire. 
Résultats: Pour le plasmide -954 a5CAT LlMCS, une diminution de l'activité du 
promoteur de 62±8% et de 67±10% entre les passages 2 et 3, et une diminution 
additionnelle de 47±10% et de 47±5% entre les passages 3 et 4 a été observée 
pour les deux donneurs testés. L'activité du promoteur a5 diminue de 64±9%, 
73±13% et 57±10% suite à sa transfection dans des cellules d'EPR 
cryopréservées pendant 20 semaines dans l'azote liquide pour les donneurs de 
48, 22 et 44 ans, respectivement. Des réductions similaires ont aussi été 
observées suite à la congélation dans différents milieux de cryopréservation. 
Les résultats d'immunoprécipitation ont démontré qu'il y avait aussi une 
diminution de la quantité de protéine a5p1 à la surface des cellules suite à la 
cryopréservation et ce indépendamment du milieu de cryopréservation utilisé. 
Conclusions: Cette étude démontre que la congélation et les passages ont 
pour effet de diminuer l'expression de la sous-unité a5 de l'intégrine a5p1 dans 
l'EPR in vitro. Ces résultats illustrent aussi l'importance d'utiliser des conditions 
de cultures précises et constantes afin d'obtenir des résultats cohérents lors des 
études d'expression de l'intégrine a5 (et possiblement des autres intégrines) 
dans des cultures primaires d'EPR. 
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2.2 ABSTRACT 
Purpose: The present study was undertaken to investigate the effect of 
multiple passaging and cryopreservation of cultured human RPE ceUs on the 
expression of the integrin a5 subunit. Methods: Transient transfections of the 
integrin a5 gene promoter were conducted in human RPE ceUs cultured at 
different passages. These cells were also cryopreserved for 20 weeks in liquid 
nitrogen, unfrozen and transfected at passage 2. Results: For the 
-954 a5CAT ôMCS plasmid, a 62±8% and 67±10% decrease in promoter 
strength is observed between passages 2 and 3, and an additional 47±10% and 
47±5% decrease is observed between passages 3 and 4 for the 47 and the 22 
years-old donors, respectively. Strength of the a5 promoter decreased 64±9%, 
73±13% and 57±10% after cryopreservation for 20 weeks for the 48,22 and 44 
years-old donors, respectively. Different cryomedia solutions were also tested, 
but resulted in similar reductions of the a5 promoter strength. 
Immunoprecipitation analyses demonstrated a decrease in a5 subunit protein 
levels when cells were stored in liquid nitrogen for 20 weeks, regardless of the 
cryomedia solution used. Conclusions: The present study shows that freezing 
and multiple passaging of RPE cells has the undesirable effect of decreasing 
integrin a5 subunit expression. These results show the importance of having 
precise and constant culture conditions in order to obtain coherent results when 
studying integrin expression in primary cultures of human RPE ceUs. 
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2.3 INTRODUCTION 
The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of polarized epithelial 
ceUs located between the photoreceptor outer segments of the neural retina and 
the choroidal blood supply [1]. RPE ceUs have many metabolic and biochemical 
functions essential for maintaining retinal integrity, such as phagocytosis of rod 
and cone outer segments, metabolism of vitamin A, transport of metabolites to 
and from the visual cells and choroid. synthesis and replacement of melanin 
granules, maintenance of the blood-ocular barrier and adhesion of the retina. At 
their basal surface, the RPE basement membrane is separated from the 
base ment membrane of the choroidal capillaries by the Bruch's membrane. The 
Bruch's membrane is composed of a number of extracellular matrix (ECM) 
macromolecules su ch as type l, III and IV collagen, laminin and fibronectin, 
which are also synthesized by RPE cells in vitro [2]. The interactions between a 
cell and its ECM are, in part, mediated by a family of cell surface glycoproteins 
called integrins [3, 4]. Integrins mediate cell-cell and cell-ECM adhesion [3, 4]. 
Binding of integrins to their ligand{s) influences cell activities including 
proliferation, migration, and differentiation [3, 4]. Integrins are heterodimers 
consisting of variable a and ~ subunits, and the different combinations of these 
subunits determine the receptor specificity for the different ECM molecules [3, 
4]. The major fibronectin receptor is the a5~ 1 integrin [3-5]. The integrin a5 
subunit has been previously identified in human RPE ceUs [6, 7] and was shawn 
ta be important for adhesion since antibodies ta a5 inhibit adhesion of RPE cells 
ta ECM [8]. 
The present study was conducted in arder ta evaluate the effect of 
passage number and cryopreservation on the transcriptional activity directed by 
the a5 promoter in primary cultures of human RPE ceUs. It was found that ail 
culture conditions decreased the a5 promoter strength. These results 
emphasize the importance of having precise and constant culture conditions 
when using primary cultured ceUs for conducting gene expression studies. 
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2.4 MATE RIALS AND METHODS 
2.4.1 Cell cultures 
Primary cultures of RPE ceUs were established from adult human eyes 
obtained from the National Eyebank Inc. (Québec, QC, Canada) within 24h of 
death. This research was conducted in accordance with the tenets of the 
Declaration of Helsinki. Dissection was done by a modification of a previously 
published method [9]. Cells were cultured with Keratinocyte-SFM medium 
(Invitrogen, Burlington, ON, Canada) supplemented with 5% bovine calf serum 
(Hyclone, Logan, Utah, USA) and 200 mg/ml albumax, 45 mg/ml ascorbic acid, 
1 mg/ml carnitine, 500 mg/ml glucose, 112 mg/ml fructose, 5 mg/ml glutathione, 
6 mg/ml hypoxanthine, 67 mg/ml oxalacetic acid, 0.15 mg/ml retinol acetate, 5 
mg/ml taurine, 0.025 mg/ml, D-a-tocopherol, 50 mg/ml transferrin and 0.3 mg/ml 
uridine. Medium was changed every 2-3 days and cultures were maintained at 
3rC under 5% C02. For the cell passages analysis, cells were passaged at a 
cell density of 5x104 cells/cm2 and left for 1 week in culture before being used 
for transient transfection studies. 
2.4.2 Cryopreservation 
Primary cultures of human RPE cells were trypsinized and centrifuged at 
1000 rpm for 5 minutes. The pellet was resuspended in 1 ml cryomedium. Three 
different cryomedia were used: cryomedium 1 (67% growth medium, 5% serum, 
10% polyvinylpyrrolidone (PVP; Sigma, Oakville, ON, Canada), 10% dimethyl 
sulfoxide (DMSO; Sigma), 8% glucose (Sigma)); cryomedium 2 (90% serum, 
10% DMSO); cryomedium 3 (80% growth medium, 10% serum, 10% glycerol 
(Sigma». Tubes were slowly cooled to -80°C and transferred into liquid nitrogen 
until further use. After 20 weeks in liquid nitrogen, tubes were rapidly thawed in 
a water bath at 3rC. Cells were rinsed with warm growth medium and put in 
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culture for 1 week at 5xi04 cells/cm2 before being used at passage 2 for 
immunoprecipitation or transient transfection studies. 
2.4.3 Immunoprecipitation 
Fresh or cryopreserved RPE ceUs at passage 2 plated at 2.5x104 cells/cm2 
were harvested after 2-3 days in culture and 5x106 ceUs/ml were labeled with 1 
mg/ml soluble Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL) for 60 min at room 
temperature (RT). CeUs were then Iysed in 1 ml Iysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 
7.4 containing 1% Igepal CA-630, 120 mM NaCl, 1mM CaCI2.2H20, 1mM 
MgCI2, 0.7 j.lg/ml pepstatin, 0.5 j.lg/ml leupeptin, 1mM pefabloc). Protein 
concentration was measured with the BCA method (Pierce) to ensure that equal 
amounts of protein were loaded in each lane. Each ml of supernatant was pre-
cleared by a 1 h incubation with 50 III of unconjugated protein-A-Sepharose CL-
48 beads (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Quebec)10. 
Approximately 50 III of packed goat anti-mouse IgG coated sepharose beads 
(Zymed Laboratories, San Francisco, CA) was incubated for 3h at RT with 10 IJg 
primary antibody (mouse anti-human integrin a5, clone IIA1, Pharmingen), then 
rinsed with wash buffer (50mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5M NaCl, 1 mM CaCI2, 1 mM 
MgCI2, 0.1 % Tween 20) to remove unbound antibodies. Pre-cleared samples 
(500 Ill) were precipitated for 3h at RT with 50 III of protein-sepharose/anti-
mouse IgG with bound primary antibody. The Sepharose beads with bound 
immune complexes were washed 6 times in wash buffer. Then 50 III of non-
reducing 2X Laemmli buffer was added to the 50 III of rinsed beads, boiled 5 
min at 85°C, cooled, and 20 III was loaded (corresponding to ixi06 
immunoprecipitated cells) on a 6% polyacrylamide gel and transferred to 
nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON, Canada). The 
membrane was blocked for at least 1 h with 3% 8SA, incubated for 1 h with 
10 l'étape de pré-clarification sert à éliminer les protéines qui se lient de façon non-spécifique 
aux billes de protéine-A-Sépharose. 
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streptavidin-HRP (Pierce), rinsed in PBS containing 0.05% Tween 20, incubated 
for 15 min with Supersignal (Pierce) and processed for autoradiography. Band 
density was evaluated using the Visage 110S Bioimage analyzer (Millipore, 
USA). 
2.4.4 Transient transfections and CAT assays 
Plasmids containing the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter 
gene from the plasmid pSKCA T fused to various 5' deletions of the a5 gene and 
stripped of their multicloning site (MCS) (-954a5CAT L\.MCS and 
-178a5CAT L\.MCS) have been previously described [10]. For the effects of cell 
passages and cryopreservation, RPE cells were plated at a density of 2.5x104 
cells/cm2 and incubated for 2h at 3rC before transfection. Transfections were 
conducted by the calcium phosphate precipitation procedure as described by 
Graham et al. [11]. Each individual plate received 15 J.lg oftest plasmid and 5 J.lg 
of the human growth hormone (hGH)-encoding plasmid pXGH5 [12] for 4h 
before being washed with PBS and incubated a further 48h in fresh medium. 
Levels of CAT activity for the transfected ceUs were determined as described 
[13] and normalized to the amount of hGH secreted into the culture media and 
assayed using a kit for quantitative measurement of hGH (Immunocorp, 
Montréal, Canada). The value presented for each individual test plasmid 
transfected corresponds to the mean of at least two separate transfections done 
on different donors, each in triplicate. To be considered significant, each 
individual value needed to be at least three times over the background level 
caused by the reaction buffer used. Standard deviation is also provided for each 
transfected CAT plasmid. Statistical analysis was performed using ANOVA (see 
legend to graphics for p values). 
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2.5 RESULTS 
2.5.1 Effect of cell passages 
Primary cells in culture have a limited number of cell divisions before they 
reach cellular senescence. Rawes et al. [14] showed that a subculture of adult 
RPE ceUs reached replicative failure after 15 population doublings, and Li et al. 
[15] found that bovine RPE became senescent after 26 population doublings. 
We wanted to verity whether proliferation of RPE ceUs in vitro affects the 
expression of the a5 integrin. This was performed by comparing the strength of 
the a5 gene promoter in RPE cells transfected at different passages. 
Cells were plated and transient transfections were done using the 
-954a5CAT ~MCS recombinant plasmid which bears the longest 5' -flanking DNA 
segment from the a5 gene and is thus the closest relative to the native gene. 
For both donors tested, a strong reduction in the a5 promoter strength was 
observed with increasing cell passages (Figure 2.1). A 62±8% and 67±10% 
decrease in promoter strength was observed between passages 2 and 3 for 
both the 47 and 22 years old donors, respectively. An additional 47±10% and 
47±5% decrease is observed between passages 3 and 4. These results 
correspond to an overall reduction of 83±8% and 80±16% between passages 2 
and 4 for the 47 and the 22 years-old donors, respectively. 
2.5.2 Effect of cryopreservation 
We next examined whether freezing ceUs in liquid nitrogen would affect the 
expression of the a5 integrin subunit. We routinely cryopreserved RPE ceUs in a 
cryomedium consisting of 67% growth medium, 5% serum, 10% PVP, 10% 
DMSO and 8% glucose named cryomedium 1 [Personal communication from 
Dr. B. A. Pfeffer, modified solution taken from [16]]. Using this cryomedium, 
transient transfections studies showed a 64±9% and a 73±13% reduction of the 
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-954a5CAT .6.MCS promoter activity for the 48 and the 22 years-old donors, 
respectively (Figure 2.2 A and B). For the shorter construct 
-178a5CAT.6.MCS, a 74±18% and a 74±15% reduction was observed for both 
the 48 and the 22 years-old donors, respectively. 
Different cryosolutions often used in cell culture were then tested to find a 
proper medium that would maintain the highest a5 promoter strength. After 20 
weeks in liquid nitrogen in the three cryomedia tested, RPE cultures from a 44 
years-old donor showed a substantial decrease in the a5 promoter strength for 
both plasmids tested (see Figure 2.2C). With the -954a5CAT .6.MCS plasmid, the 
reduction in promoter strength for cells cryopreserved in cryomedia 1, 2 and 3 is 
respectively diminished by 57±1 0%, 51 ±6% and 60±5% when compared to fresh 
cells at the same passage number. For the shortest construct, 
-178a5CAT .6.MCS, the reduction in promoter strength was even more important, 
decreases of 80± 7%, 82±15% and 78±17% being observed with cryomedia 1, 2 
and 3, respectively. 
To verify wh ether the decrease observed in the activity directed by the a5 
promoter also translated into a similar decrease in the expression of the a5 
subunit at the protein level, immunoprecipitation of cell surface proteins before 
and after cryopreservation was performed. As shown on Figure 2.3, and 
consistent with previously published results [17-20], two bands of 145 kOa and 
116 kDa corresponding to both the a5 and ~1 integrin subunits, respectively, 
were observed. In agreement with the promoter strength data, a substantial 
decrease in integrin a5 levels at the RPE cell surface when ceUs have been 
stored in liquid nitrogen for 20 weeks was observed, regardless of the cryomedia 
solution used. The Visage 11 OS Bioimage analyzer revealed reductions in the 
amount of a5 protein of 56%. 37% and 54% for cryomedia 1, 2 and 3, 
respectively, whereas ~1 expression was reduced by 56%,60% and 72%, when 
compared to unfrozen (fresh) ceUs. 
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2.6 DISCUSSION 
Cell passaging has the advantage of yielding more cells for further use in 
various types of experiments. However, considering that human RPE ceUs 
senesce after 15 population doublings [14], extensive proliferation of RPE ceUs 
in vitro might result in undesirable effects on the cell's behavior. The present 
study was thus undertaken to investigate the effect of multiple passaging of 
primary cultures of human RPE ceUs on the expression of the integrin a5 
subunit whose expression has been previously reported in these ceUs [6, 7, 21-
26]. We found that a decrease in the strength of the a5 integrin gene correlated 
weil with increasing cell passages. These data suggest that extensive 
proliferation of RPE cells in vitro is detrimental for integrin a5 expression. This is 
in accordance with a previous study which demonstrated that the human RPE 
cell line RPE 340 had an altered mRNA phenotype when it was grown to 
replicative exhaustion (senescence) [27]. Indeed, insulin growth factor binding 
protein 2 mRNA was found to be upregulated whereas mRNAs encoding for 
collagen 1 alpha 2, basic fibroblast growth factor, and fibroblast growth factor-5 
were ail downregulated [27]. 
1 nadequate techniques of preservation decreases the viability of the cells 
before transplantation by damaging ceUs through intracellular ice formation 
during freezing/thawing steps. It also seems that culturing human cells before 
freezing helps them support the cryopreservation process. Indeed, Durlu and 
Tamai [28] have shown that uncultured fetal human RPE cryopreserved in 90% 
FBS /10% DMSO (same as cryomedium 2 used in this paper) were shown to be 
non-viable after 4 months in liquid nitrogen. However, culturing these ceUs 
before cryopreservation increased their viability, such ceUs being still viable after 
5 months of preservation in liquid nitrogen. In this study, we also found that 
cultured human RPE cells were viable after 20-21 weeks in liquid nitrogen. 
Consequently, different cryosolutions might be more appropriate for the freezing 
of uncultured ceUs. 
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We tested three different cryomedia and found a downregulation in 
promoter strength and protein levels of the integrin a5 subunit following 
cryopreservation. No significant protection from this downregulation was 
observed between the three different cryosolutions. Reduction of the a5 subunit 
following cryopreservation could be explained by alterations in the transcription 
of the a5 gene and consequently, in the amount of a5 protein expressed at the 
cell surface. Indeed, Basu et al. [29] found an increase in abnormal 
chromosomes in cultured bovine RPE ceUs after freezing, which further 
increased after cell passages. Moreover, Honda et al. [30] found that 
cryopreservation induced premature induction of senescence in the human RPE 
cell li ne RPE340. If both cryopreservation and extensive proliferation induces 
senescence, our results could mean that a general transcriptional down 
regulation occurs that affect the activity of the aS integrin gene (and most 
probably of other genes as weil) when RPE cells are in the process of reaching 
senescence. 
The present study shows that cryopreservation and multiple passaging of 
RPE ceUs result in a substantial reduction in the expression of the aS integrin 
subunit. These results also highlight the importance of having precise culture 
conditions in order obtain coherent results. Our results might be of a substantial 
contribution to researchers who study RPE ceUs for transplantation as a mean of 
preserving vision in patients suffering from photoreceptor loss, su ch as in age-
related macular degeneration [28, 31-37]. A possible approach to autologous 
RPE transplantation would be to harvest autologous RPE from peripheral RPE 
biopsies, culture these ceUs, and then transplant them during a second surgical 
procedure [38]. Another approach to RPE transplantation that has been 
proposed [28, 39] is to use cryopreserved allogeneic donor RPE ceUs. 
Cryopreservation would have the advantage of permitting HLA-typing [39, 40] to 
match congeneic samples which would minimize the risks of rejection. Many 
variables need to be considered when culturing RPE ceUs for transplantation. 
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The present study shows that cryopreserving and multiple passaging of RPE 
ceUs has the undesirable effect of decreasing expression of the a5 integrin 
subunit. For transplantation purposes, considerations should be taken as for the 
use of RPE ceUs that have had multiple passaging or that have been 
cryopreserved. 
The reduction in both promoter strength and protein level seen in our 
experiments could be lessened by improving culture conditions. Using 
membrane currents generated by Ca2+ channels as a marker of cell 
differentiation, Valtink et al. [39] showed that RPE cells maintained RPE-specific 
cell differentiation and characteristics in vitro after primary culture and 
cryopreservation when cultured in an improved growth medium. This growth 
medium consisted of basal medium F99 (1:2 dilution of medium 199 in Ham's 
F12), 15% choroid-conditioned medium, 10% fetal calf serum, 1mM sodium 
pyruvate, 1 /-lg/ml insulin and antibiotics [39]. The content of the conditioned 
medium is unknown [41], but its beneficial effect has been proven [39, 40]. 
Alternatively, since culturing rabbit corneal epithelial cells [42] and RPE ceUs 
[43] on components from the ECM upregulates expression of integrin receptors, 
plating RPE cells on fibronectin may help in maintaining a5 expression following 
cryopreservation. Culturing the cells for longer periods of time might also help 
them recover from the stressful freeze/thaw procedure. 
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Figure 2.1 Effect of RPE cell passage on the activity directed by the 0.5 
integrin gene promoter. CeUs at different passages were 
transiently transfected with the -954a5CAT ~MCS plasmid. Mean 
promoter strength of a 22 years-old donor (black box) and a 48 
years-old donor (white box) is shown along with standard 
deviaîions (n=6). An asterisk above the histogram indicates a 
promoter activity statistically different (ANOVA; *p<O.005, 
**p<O.001) from their respective previous passage. 










Promoter strength (CAT/hGH) 
Figure 2.2 Effect of cryopreservation on the activity directed by the a5 
integrin gene promoter. CeUs at passage 0 were cryopreserved 
for 20 weeks in liquid nitragen and used at passage 2 for transient 
transfection and compared to fresh ceUs fram the same donor (also 
used at passage 2). Transient transfections were done using the 
-178a5CAT L\MCS plasmid (black box) and the -954a5CAT L\MCS 
plasmid (white box). Figure shows mean pramoter strength (±SD, 
n=6) of (A) a 22 years-old donor using cryomedium 1, (8) a 48 
years old donor using cryomedium 1 and (C) a 44 years-old donor 
using 3 different cryomedia. An asterisk above the histogram 
indicates a promoter activity statistically different (ANOVA; 
p<0.001) from their respective value for fresh (not cryopreserved) 
ceUs. 
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Figure 2.3 Effect of cryopreservation on the amount of integrin a5 at the 
RPE cell surface. Upper panel. Cells at passage 0 were 
cryopreserved for 20 weeks in either cryomedium 1, 2 or 3 in liquid 
nitrogen and used at passage 2 for immunoprecipitation and 
compared to fresh ceUs of the same donor (also used at passage 
2). Lower panel. The bands from the autoradiogram corresponding 
to both fragments from the a5p 1 integrin were scanned using a 
Visage 11 OS Bioimage analyzer in order to quantify the alterations 
found in the amount of this integrin when using the various 
cryomedia. 
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3.1 RÉSUMÉ 
But: L'EPR est différencié et mitotiquement inactif dans l'œil normal. 
Cependant, lors de différentes pathologies comme la vitréorétinopathie 
proliférante, ces cellules se dé-différencient et prolifèrent dans le vitré et/ou sur 
la rétine. Il a été proposé que les intégrines, une famille de protéines 
d'adhésion, soient responsables du comportement aberrant qu'adoptent les 
cellules de l'EPR lors de la vitréorétinopathie proliférante. Le but de cette étude 
est d'évaluer l'expression (protéique et génique) de la sous-unité a5 de 
l'intégrine a5p 1 des cellules de l'EPR proliférantes et des cellules quiescentes. 
Méthodes: Un essai d'incorporation au bromodéoxy uridine a été réalisé afin 
de déterminer l'état prolifératif ou quiescent des cellules. L'expression de la 
protéine a5 a été évaluée in situ par immunohistochimie et in vitro à différentes 
confluences cellulaires par immunoprécipitation. Des analyses de RT-PCR 
semi-quantitatif et de transfections transitoires ont été réalisées afin d'évaluer si 
l'augmentation de la confluence altérait le niveau d'expression du transcrit et 
,'activité du promoteur a5. Résultats: Nous avons démontré que la sous-unité 
a5 est exprimée à la surface de l'EPR in situ et in vitro et que la quantité de 
protéine varie selon la confluence cellulaire. Des résultats similaires ont été 
observés au niveau du transcrit. Les résultats de transfections transitoires ont 
démontré que l'activité du promoteur a5 augmentait légèrement entre les 
cellules non-confluentes et confluentes, et diminuait de façon significative entre 
les cellules confluentes et post-confluentes. Ces résultats ont aussi permis de 
démontrer que le promoteur a5 possède une région de forte régulation positive 
située entre les positions -41 et -92 pb et des régions de régulation négatives 
situées entre les positions -92 et -178 pb. Conclusions: Cette étude démontre 
que la quiescence cellulaire affecte l'expression de la sous-unité a5 au niveau 
du gène et de la protéine. Les cellules hautement proliférantes expriment un 
haut niveau de protéine et de transcrit a5, qui corrèle également avec la forte 
activité du promoteur a5 observée dans ces cellules. Lorsque les cellules 
atteignent la quiescence, l'activité du promoteur devient fortement réprimée, le 
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niveau de transcrit a5 est diminué et les cellules expriment beaucoup moins de 
protéine a5~1 à leur surface cellulaire. 
3.2 ABSRACT 
Purpose: The retinal pigment epithelium (RPE) is differentiated and 
mitotically inactive in the normal eye, but several pathologies su ch as 
proliferative vitreoretinopathy (PVR) cause RPE ceUs to dedifferentiate and 
resume proliferation. Integrins, a family of cell surface glycoproteins that mediate 
cell proliferation and differentiation, are thought to play fundamental roi es in 
PVR. The aim of this study was to evaluate protein expression and gene 
regulation of the integrin a5 subunit in proliferating and quiescent RPE cells. 
Methods: Protein expression was studied in situ by immunohistochemistry and 
in vitro at different cell confluences by immunoprecipitation. Semi-quantitative 
RT -PCR and transient transfections were used to determine whether increasing 
cell confluence also affected a5 subunit mRNA levels and promoter activity, 
respectively. Results: We demonstrated that the integrin a5 subunit is present 
at the RPE cell surface both in situ and in vitro, and that a5 protein level is 
influenced by confluence. Levels of integrin a5 transcripts are similar for sub-
confluent and confluent ceUs, and a small increase in the promoter activity was 
observed between sub-confluent and confluent cells. However, both the integrin 
a5 subunit transcript and the a5 promoter activity decreased when ceUs reached 
post-confluence. Conclusions: We demonstrated that cell confluence affected 
protein and gene expression of the integrin a5 subunit. Proliferating RPE ceUs 
expressed high levels of both the a5 protein and mRNA transcripts and showed 
a high promoter activity. However, when ceUs reached quiescence, a5 gene 
expression was substantially reduced and RPE ceUs expressed little a5 protein 
at their cell surface. 
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3.3 INTRODUCTION 
The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of polarized epithelial 
cells located between the photoreceptor outer segments of the neural retina and 
the choroidal blood supply [1]. RPE ceUs have many metabolic and biochemical 
functions essential for maintaining retinal integrity, such as phagocytosis of rod 
and cone outer segments, transport of metabolites to and from the visu al ceUs 
and choroid, maintenance of the blood-ocular barrier and adhesion of the retina 
[1]. At their basal surface, the RPE base ment membrane is separated from the 
basement membrane of the choroidal capillaries by the Bruch's membrane. The 
Bruch's membrane is composed of a number of extracellular matrix (ECM) 
macromolecules su ch as type l, III and IV collagen. laminin and fibronectin (FN), 
which are also synthesized by RPE cells in vitro [2]. Studies of cultured RPE 
cells have shown that they attach to and spread on individual matrix molecules 
su ch as collagen [3], laminin [4, 5] and FN [5], as weil as on ECM produced by 
various cell lines [3-6]. 
The interactions between a cell and its ECM are, in part, mediated by a 
family of cell surface glycoproteins called integrins [7, 8]. Signais transduced by 
integrins can influence cell adhesion, migration, differentiation and proliferation 
[7, 8]. Integrins are heterodimers consisting of variable a and ~ subunits. The 
different combinations of these subunits determine the receptor specificity for 
the different ECM molecules [7, 8]. Although integrins often bind to more than 
one ligand, sorne show selectivity. It is the case for the a5~ 1 integrin which 
binds specifically to FN [7-9]. The a5~1 integrin has been shown to mediate 
adhesion to FN for a number of cell types, including leukemic ceUs [10], 
mammary carcinoma ceUs [11], and RPE ceUs [12]. Cell spreading and 
proliferation are inhibited in a5-deficient NRK fibroblasts [13], whereas 
mammary carcinoma cell proliferation is inhibited by antibodies to a5~1 [11]. 
Furthermore, a5~ 1 has been shown to mediate migration of aortic endothelial 
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cells [14], fibroblasts [15] and RPE ceUs [16] on FN, a further evidence that a5p1 
also promotes cell proliferation and migration. 
The FN integrin a5p 1 also appears to play pathogenic roles in a variety of 
proliferative diseases. Indeed, changes in a5p1 expression have been 
correlated with malignancy of uveal melanoma [17]. Robbins et al. [18] showed 
the presence of the a5 subunit (amongst others) on pigmented cells 
(presumably of RPE origin) from proliferative vitroretinopathy (PVR) membranes 
and concluded that its presence was abnormal when compared to the Jack of a5 
staining on normal retina [19]. 
Integrins have been postulated to play a major role in PVR [7, 18], a 
pathology in which normally quiescent and differentiated RPE cells detach from 
the underlying Bruch's membrane, migrate and proliferate [20-22]. When RPE 
cells are cultured, they dedifferentiate, migrate and proliferate very much the 
same as those in PVR. Studying integrin expression of cultured RPE ceUs, and 
comparing integrin expression on proliferating and quiescent ceUs, could thus 
help understand the involvement of integrins in PVR. 
Given the importance of the a5p1 integrin in cell adhesion, proliferation 
and migration, we sought to investigate the a5p1 protein expression and gene 
regulation in proliferating and quiescent human RPE ceUs. We determined if the 
integrin a5 subunit was present at the RPE cell surface in situ and in vitro and 
examined the a5 mRNA transcribed in human RPE cells in vitro at different cell 
confluences. We also assessed whether the changes in the amounts of a5 
mRNA in vitro found with increasing cell confluence were reflected by 
differences in the transcriptional activity directed by the a5 gene promoter. 
Our results demonstrate that the integrin a5 subunit is present at the RPE 
cell surface both in vitro and in situ, and that its expression is modulated with 
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cell quiescence. Proliferating (sub-confluent and confluent) RPE cells have 
similar amounts of a5 protein and a5 mRNA transcripts, and both protein and 
mRNA expression are downregulated when RPE ceUs become quiescent. A 
small increase in a5 promoter activity is however observed between sub-
confluent and confluent RPE ceUs, although promoter activity also decreases 
when cells become quiescent, providing further evidences that cellular 
quiescence dictates the level to which the a5 integrin is expressed in RPE ceUs. 
3.4 METHODS 
3.4.1 Cell cultures 
Cultures of primary RPE cells were established from eyes of 14 human 
donors (age range: 6 days-old to 48 years-old, mean = 22 years-old) obtained 
from the National Eyebank Inc. (Québec, Qc, Canada) within 24h of death. This 
research was conducted in accordance with the tenets of the Declaration of 
Helsinki. Dissection was done by a modification of a previously published 
method [23]. Cells were cultured with Keratinocyte-SFM medium (Canadian Life 
Technologies, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 5% bovine calf 
serum (Hyclone, Logan, Utah, USA) and 200 mg/ml albumax, 45 mg/ml ascorbic 
acid, 1 mg/ml carnitine, 500 mg/ml glucose, 112 mg/ml fructose, 5 mg/ml 
glutathione, 6 mg/ml hypoxanthine, 67 mg/ml oxalacetic acid, 0.15 mg/ml retinol 
acetate, 5 mg/ml taurine, 0.025 mg/ml, D-a-tocopherol, 50 mg/ml transferrin and 
0.3 mg/ml uridine. Medium was changed every 2-3 days and cultures were 
maintained in an incubator at 3rC in 5% C02/95% air atmosphere. For ail 
experiments, cultures were used at passage 2 and cens were plated at different 
densities as follows: non-confluent ceUs: 2.5x104 cells/cm2, 2 days in culture; 
confluent ceUs: 1.5x105 cells/cm2, 2 days in culture; post-confluent ceUs: 1.5x1 05 
cells/cm2, 2 weeks in culture. 
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3.4.2 Bromo-deoxyuridine labeling 
DNA synthesis of RPE ceUs at different confluence was monitored by the 
addition of the thymidine analogue bromo-deoxyuridine (BrdU) (Sigma, Oakville, 
Ontario, Canada) to the culture medium (final concentration 1 0 ~M). Labeling 
was allowed for 24h upon which time ceUs were washed and fixed with an 
ethanol fixative (70% ethanol, 50 mM glycine, pH 2.0) for 30 min at -20°C. 
Incorporated BrdU was detected by immunofluorescence. Briefly, RPE cells 
were first incubated with a mouse anti-BrdU antibody (clone BRD.2; Medicorp, 
Montreal, Quebec, Canada) diluted 1 :50 in PBS containing 3000 U/ml of 
Exonuclease III (Sigma) and 150 U/ml of restriction endonuclease SAU 3A 1 
(Sigma) for 30 min at 3JOC, followed by incubation with a secondary antibody 
(anti-mouse IgG-TRITC conjugated; Sigma) for 30 min at 3JOC. After 3 other 
washes in PBS and 2 final washes in distilled water, the coverslips were 
mounted on a microscope slide and fixed with nailpolish. The fluorescence was 
observed with an epifluorescence microscope (Nikon Diaphot 300). For negative 
controls, the primary antibody was replaced by PBS-BSA 1 %. The results shown 
are representative of a minimum of 3 independent experiments conducted on 
separate RPE populations derived from different donors. 
3.4.3 Immunohistochemistry 
Immunohistochemistry was performed on 2 different human donor eyes (a 
21 years-old donor and a 81 years-old donor). We obtained the eyes 
respectively 15.5h and 4h post-mortem, and they were immediately fixed with 
4% paraformaldehyde in PBS for 24h at 4°C. Following incubation in 20% 
sucrose for 2h at room temperature and 30% sucrose for 24h at 4°C, eyes were 
embedded in OCT and frozen in liquid nitrogen. Sections of 10 J.tm were cut 
using a Leitz 1720 digital cryostat, collected on superfrostlplus Fisherbrand 
si ides (Fisher scientific, Nepea, Ontario, Canada) and stored at -80°C until use. 
Sections were incubated for 20 min at room temperature in 95% ethanol, and 
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then treated with 0.25% potassium permanganate for 15 min at room 
temperature [24] to reduce autofluorescence arising from lipofuscin present in 
RPE [25]. Blocking buffer and antibodies were diluted in 0.3% BSA in PBS. 
Sections were blocked ovemight at 4°C in 5% goat serum (Vector Laboratories, 
Burlington, Ontario, Canada), then incubated for 90 min at 37°C with rabbit anti-
integrin a5 polyclonal antibody (Chemicon, Temecula, CA), or with normal rabbit 
serum (Sigma) for negative control, both at a concentration of 103 Ilg/ml. 
Sections were blocked again in 5% goat serum for 60 min at 3rC, and 
incubated with secondary antibody labeled with Alexa Fluor 488 at a 1: 1 00 
dilution (Molecular Probes, Eugene, OR) for 90 min at 37°C. Sections were 
mounted with Prolong antifade mounting medium (Molecular Probes). Images 
were obtained using a MRC 1024 confocal system (Bio-Rad) mounted on a 
Nikon Diaphot TMD inverted microscope equipped with 60X 1.4 N.A. immersion 
optics. Confocal 8 bit images were captured using Bio-Rad's Lasersharp 
acquisition software running under OS2. 
ln order to distinguish residual autofluorescence from specifie 
immunoreactivity, images were obtained as described in Kennedy et al. [26]. 
Briefly, sections were subjected to sequential excitation with the 488 nm line 
(green) and the 568 nm line (red) of the krypton/argon laser. Autofluorescent 
materials have broad spectral properties and are visible at both 488 nm and 568 
nm excitation. By contrast, the Alexa Fluor green fluorescence is visible only 
with the 488 nm excitation. By this method, autofluorescent components appear 
orange/yellow and specifie immunoreactivity appears green. 
3.4.4 Immunoprecipitation 
RPE cells were harvested, cell density was adjusted to 5x106 ceUs/ml and 
labeled with 1 mg/ml soluble Sulfo-NHS-LC-Biotin (Pierce, Rockford, IL) in PBS 
for 60 min at room temperature. Cells (5x106 ceUs) were then Iysed in Iysis 
buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4 containing 1 % Igepal CA-630, 120 mM NaCI, 
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1mM CaCI2.2H20, 1mM MgCI2, 0.7 J..Ig/ml pepstatin, 0.5 J..Ig/ml leupeptin, 1mM 
pefabloc). Insoluble materials were removed by centrifugation at 16000 9 for 10 
min at 4°C. Protein concentration was measured with the BCA method (Pierce) 
to ensure that equal amounts of protein were loaded in each lane. Each ml of 
supernatant was pre-cleared by a 1 h incubation with 50 III of unconjugated 
protein-A-Sepharose CL-4B beads (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, 
Quebec, Canada). Approximately 50 III of goat anti-mouse IgG coated 
sepharose beads (Zymed Laboratories, San Francisco, CA) was incubated for 
3h at room temperature with 10 J..Ig primary antibody (mouse anti-human integrin 
0.5, clone liAi, Pharmingen), then rinsed with wash buffer (50mM Tris-HCI pH 
7.5, 0.5M NaCI, 1mM CaCI2, 1mM MgCI2, 0.1% Tween 20) to remove unbound 
antibodies. Pre-cleared (500 Ill) samples were precipitated for 3h at room 
temperature with 50 III of protein-sepharose/anti-mouse IgG with bound primary 
antibody. The Sepharose beads with bound immune complexes were washed 6 
times in wash buffer. Then, 50 III of 2X Laemmli buffer containing 5% 2-
mercaptoethanol was added to the 50 III of rinsed beads, boiled for 5 min at 
85°C, cooled, and 20 III was loaded per lane (corresponding to 7.5x105 
immunoprecipitated cells) on a 6% polyacrylamide gel and transferred to 
nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada). The 
membrane was blocked for at least 1 h with 3% BSA, incubated for 1 h with 
streptavidin-HRP (Pierce) and processed for autoradiography. Band density was 
evaluated using the QuantityOne 1-0 image analysis software (Bio-Rad 
Laboratories ). 
3.4.5 Semi-qmmtitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction 
RNA from RPE cells at different confluences was isolated using the Tri-
Reagent (Sigma) according to the manufacturer's instruction. Reverse 
transcription (RT) was performed using 51lg total RNA and 0.21lg of random 
hexamer primers (Fermentas; Burlington, Ontario, Canada) following the 
manufacturer's protocol for synthesis of tirst strand cONA. Polymerase chain 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
74 
reaction (PCR) was performed using the QuantumRNA 18S Internai standards 
protocol for semi-quantitative RT-PCR (Ambion, Austin, Texas) according to the 
manufacturer's instructions. Briefly, the linear range of the a5 PCR product was 
determined using RNA from sub-confluent, confluent and post-confluent RPE. 
PCR products were in the linear range between 23 and 33 cycles for sub-
confluent and confluent ceUs, and between 25 and 31 for post-confluent ceUs. 
The total number of cycles used for semi-quantitative RT -PCR was 28. The 
QuantumRNA 18S Internai standard (Ambion) used cornes with 18S primers 
and 18S competimers that competes one another to decrease 18S PCR product 
in order to co-amplify and detect both 18S and gene specific PCR products. The 
optimal ratio of 18S primers: competimers was determined and the ratio used 
was 2:8 (18S primers:competimers). Bands were analyzed with the GelOoc2000 
gel documentation system (Bio-Rad Laboratories) and the QuantityOne 1-0 
image analysis software (Bio-Rad Laboratories). Semi-quantitative RT-PCR was 
done twice in duplicate on 4 different donors. The ONA sequence of the primers 
used for the amplification of the human a5 transcript were: forward primer: 5'-
GGCAGCTATGGCGTCCCACTGTGG-3', reverse primer: 5'-
GGCATCAGAGGTGGCTGGAGGCTT-3' (171-bp PCR product) and cycle 
parameters were 94°C for 30sec, 60°C for 30sec and 72°C for 30sec. The 18S 
primers (Ambion) gave a PCR product of 489 bp. 
3.4.6 Transient transfections and CAT assays 
Plasmids containing the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter 
gene from the plasmid pSKCAT fused to various 5' deletions of the a5 gene and 
stripped of their multicloning site (MCS) (-954a5CAT~MCS, -178 a5CAT~MCS, 
-132a5CAT ~MCS, -92a5CAT ~MCS, -41 a5CAT ~MCS) have been previously 
described [27]. RPE ceUs at different confluences were transiently transfected 
using the calcium phosphate precipitation method as described by Graham and 
Van der Eb (1973) [28]. Each individual plate received 15 I-Ig of the test plasmid 
and 5 I-Ig of human growth hormone (hGH)-encoding plasmid pXGH5 [29] for 4 
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to 6h before being washed with PBS and incubated an additional 48h in fresh 
medium. Levels of CAT activity for the transfected ceUs were determined as 
described [30] and normalized to the amount of hGH secreted into the culture 
media and assayed using a kit for quantitative measurement of hGH 
(Immunocorp, Montréal, Quebec, Canada). The value presented for each 
individual test plasmid transfected corresponds to the mean of at least three 
separate transfections do ne with RPE cells from three different donors, each in 
triplicate. To be considered significant, each individual value needed to be at 
least three times over the background level. Standard deviation is also provided 
for each transfected CAT plasmid. Statistical analysis was performed using a 
single factor ANOVA (Excel, Microsoft). A p value of less than 0.001 was 
considered statistically significant. 
3.5 RESULTS 
3.5.1 The a5 integrin subunit is expressed on RPE cells in situ 
Integrin a5 subunit expression in situ on normal RPE cells has been 
studied previously with contradictory results. Indeed, the lack of a5 subunit has 
been reported in situ on human [19] and chicken RPE cells [31]. On the other 
hand, Anderson et al. [32] demonstrated its presence on monkey RPE ceUs. To 
verify if the a5 integrin subunit is indeed expressed in vivo on RPE ceUs, a 21 
years-old human donor eye was analyzed by immunohistochemistry using a 
monoclonal antibody directed against the a5 subunit (Figure 3.1). As revealed 
on Figure 3.1A, expression of a5 was readily detected in the RPE monolayer, 
and staining was primarily concentrated along the basal surface of the ceUs. 
Staining for the integrin a5 subunit was also detected in the choroid. The 
labeling pattern for the 81 years-old retina was the same, but with much more 
lipofuscin autofluorescence (data not shown). 
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3.5.2 Proliferating and quiescent RPE ceUs in vitro 
To assess whether cultured RPE ceUs grown at the cell densities selected 
for this study were in a quiescent or actively proliferating state, incorporation of 
BrdU was performed. RPE cell cultures that are left confluent for 2 days 
(confluent cells) incorporated BrdU into their nuclei indicating their high 
proliferative activity (Figure 3.2A). On the other hand, RPE cell cultures that 
remained confluent for 2 weeks (post-confluent cells) previous to BrdU labeling 
showed a markedly reduced BrdU staining indicating that most ceUs at this stage 
are out of the cell cycle and have reached cellular quiescence (Figure 3.2B). 
These results are consistent with the study of Kaida et al. [33] who also 
demonstrated that RPE cells were proliferating when ceUs were left for 2 to 3 
days at confluence, and that proliferation of RPE cells was infrequent when cells 
were maintained at confluence for 8 weeks. 
3.5.3 Decrease of the a5 protein at the RPE cell surface with cellular 
quiescence 
The aS integrin subunit has already been observed in vitro on RPE cells 
[12, 16. 32, 34-39], and sorne of these studies reported that the staining pattern 
differed depending on the culture state reached by RPE cells [32, 34, 35, 38]. 
Indeed, immunofluorescence studies showed that proliferating (undifferentiated) 
RPE cells had a heterogeneous aS staining with fluorescence clusters at the 
cellular surface and fluorescence on the border of the cell membrane [32, 38]. 
When RPE ceUs reached confluence or remained confluent for 1 to 2 weeks, the 
a5 staining yielded a nearly continuous linear band around the ceUs [32, 34, 35]. 
We also found, through immunofluorescence analysis, that confluence alters the 
a5 staining of RPE ceUs (data not shown) and wished to determine whether 
confluence also affected a5 protein levels at the RPE cell surface. Cell surface 
levels of the aS subunit was thus examined in RPE cells by immunoprecipitation 
of biotinylated cell surface proteins (Figure 3.3). A protein with a molecular mass 
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corresponding to that reported for the a5 integrin subunit (-140 kDa) [40, 41] 
was observed upon immunoprecipitation with a monoclonal antibody raised 
against the a5 subunit. A smaller band at -120 kDa that corresponds to the co-
precipitated integrin pi subunit [40, 41] was also observed (Figure 3.3). Figure 
3.3 also shows that non-confluent and confluent RPE ceUs express similar 
amounts of the biotinylated a5 subunit at the cell surface for the sa me number 
of ceUs. In contrast, post-confluent cells exibited a marked decrease in cell 
surface expression of a5 when compared to praliferating cells. 
3.5.4 Transcription of the a.5 gene varies with increasing cell confluence 
To investigate whether the difference in the expression of the a5 subunit 
protein at the RPE cell surface is the consequence of a reduced transcription of 
the a5 subunit gene, total RNA fram cultured RPE cells was isolated and semi-
quantitative RT -PCR was performed to evaluate the amount of a5 mRNA 
transcript present at different stages of cell confluence. When normalized to the 
amount of transcripts encoded by the ribosomal 188 gene, both non-confluent 
and confluent RPE cells expressed similar levels of a5 transcripts whereas post-
confluent cells yielded a 41 % decrease in a5 mRNA (Figure 3.4). 
Given that the levels of integrin a5 subunit mRNA was influenced by cell 
confluence, we next asked whether this was due to differences in the 
transcriptional activity normally driven by the a5 gene pramoter. The 
identification of the regions that are important for the regulation of the a5 
pramoter was examined by comparing the activity directed by different a5 
promoter-bearing recombinant constructs following their transient transfections 
into cultured RPE ceUs grawn at different cell confluences. The recombinant 
constructs selected for these assays contained the CAT reporter gene fused to 
different lengths fram the human a5 gene pramoter that extend to 5' positions 
-954 bp (in plasmid -954a5CATdMC8), -178 bp (in plasmid -i78a5CATdMC8), 
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-132 bp (in plasmid -132a5CAT~MCS), -92 bp (in plasmid -92a5CATAMCS) 
and -41 bp (in plasmid -41a5CAT~MCS) relative to the 0,5 mRNA start site. As 
indicated in Figure 3.5, no significant CAT activity was obtained for plasmid 
-41a5CATAMCS under any of the cell culture conditions selected. Extending 
further the 0,5 promoter up to position -92 resulted in a dramatic increase in CA T 
activity (232-fold, 255-fold and 51-fold increase for sub-confluent, confluent and 
post-confluent ceUs, respectively) that reached maximal level of activity at 
confluence and then slightly decreased when RPE cells reached post-
confluence. These results clearly suggested the presence of one (or a few) 
strong positive regulatory element( s) on the 0,5 promoter segment is comprised 
between positions -41 to -92. Extending the 0,5 promoter from -92 to -132 and 
-178 resulted in a marked decrease in promoter activity (3-fold, 3-fold and 7-fold 
decrease between -92 and -178 for sub-confluent, confluent and post-confluent 
cens, respectively), suggesting that negative regulatory elements functional in 
RPE cells are located between these positions. Further extension up to position 
-954 resulted in no statistically significant alteration in the 0,5 promoter activity 
relative to the level directed by the -178a5CAT ~MCS plasmid (2.0-fold, 1.3-fold 
and 1.6-fold increase for sub-confluent, confluent and post-confluent ceUs, 
respectively). 
Figure 3.5 also shows that ail of the 0,5 promoter constructs used in this 
study directed maximal transcriptional activity at confluence, which then 
considerably decreased when RPE ceUs became quiescent (post-confluence), 
especially for the -132a5CATAMCS, -178a5CAT~MCS and -954a5CAT~MCS 
plasmids. The -92a5CAT~MCS, -132 a5CAT~MCS, -178 a5CAT~MCS and 
-954a5CAT ~MCS plasmids yielded 1.3-fold, 1.4-fold, 1.5-fold and 1.0-fold 
increases, in CAT activity, respectively, between sub-confluent and confluent 
cells, although this increase was not found to be statistically significant, except 
for the -132a5CAT~MCS plasmid (p=O.0005). Ali but one construct (the 
-92a5CAT ~MCS) were found to have a statistically significant decrease 
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between confluent and post-confluent ceUs. This reduction between confluent 
and post-confluent ceUs was 1.3-fold (p=0.02), 1.9-fold (p=0.0001), 3.3-fold 
(p=0.0003) and 2.6-fold (p=1.5x10-8) for the -92a5CAT ôMCS, 
-132 a5CATôMCS, -178 a5CATôMCS and -954a5CATôMCS plasmids, 
respectively. We therefore conclude that a5 promoter sequences that determine 
basal promoter activity are located between a5 positions -41 to -92, and that cell 
quiescence does affect a5 promoter function in vitro. 
3.6 DISCUSSION 
PVR is a disease in which normally quiescent RPE cells start to 
dedifferentiate, detach from their basement membrane and resume growth [20-
22]. They migrate, proliferate and secrete ECM molecules that form fibrocellular 
membranes on the retina or in the vitreous [20-22]. As the disease progresses, 
the membranes contract and cause tractional retinal detachment [20-22]. 
Migration, proliferation and dedifferentiation of RPE cens should involve 
membrane proteins like integrins since they have been shown to play a 
predominant role in such processes [7, 8]. Moreover since FN was clearly 
shown to be present in epiretinal membranes in PVR [42-44], it has been 
postulated that its membrane receptor, the integrin a5/31, could be involved in 
PVR [45]. We therefore used cultures of RPE ceUs as a model for 
dedifferentiated ceUs that are actively proliferating and studied the expression of 
the a5 integrin subunit at the protein, mRNA and gene levels. 
ln order to establish if the integrin a5 subunit is differently regulated on 
recently dedifferentiated RPE cells that are actively proliferating, we first needed 
to establish whether this subunit is normally expressed in vivo. We found that 
the integrin a5 subunit is indeed expressed on human RPE cells in situ. This 
contrasts with the data of Brem et al. [19] who found no a5 in human RPE ceUs. 
The presence of a5 on RPE ceUs in vitro is less unsettled, and its presence has 
been weil documented [12, 16, 32, 34-39]. Indeed. indirect evidence that RPE 
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cells do express the a5 integrin subunit has been provided in a recent study by 
Zhao et al. [39]. They demonstrated that phagocytosis of FN-coated beads by 
human RPE cells was markedly inhibited by exposure of su ch cells to antibodies 
directed against the a5 integrin subunit. Direct evidence that human RPE ceUs 
do indeed express the a5 integrin subunit was also provided by the same group 
through bath FACS and RT-PCR analyses [16]. In that study, a5 integrin subunit 
expression was shown to be substantially increased through the activation of the 
MAPK signaling pathway upon exposure of RPE ceUs to TNF-a [16].Although 
these studies provided evidence that the a5 integrin subunit is expressed in 
RPE cells, none examined whether cell confluence has any influence on this 
integrin subunit expression and whether such alterations also translate into 
altered a5 promoter function as weil. 
It has been shown that RPE cells in culture demonstrate different patterns 
of expression for the same protein depending on how much time cells are left at 
confluence [35]. For example, adhesion molecules of the integrin and CAM 
families showed a similar diffuse distribution of varying intensity among 
individual ceUs early in confluence, then each accumulated in a distinct pattern 
at the cell periphery when cell reached full confluence. The time required for 
each molecule to achieve its characteristic distribution differed, ranging from 1-2 
weeks post-confluence for the integrin a5p1, 5 weeks post-confluence for ICAM 
and PECAM, and 2 months post-confluence for N-cadherin and NCAM [35]. Our 
immunofluorescence data (not shown) are consistent with these results. 
However immunofluorescence does not provide quantitative information on the 
amount of protein expressed at the cell surface. We thus evaluated if this 
differing pattern of expression was reflected with a change in the amount of 
protein a1 the cell surface. In our experiments with cultured RPE cells, 
immunoprecipitation studies showed that proliferating ceUs express much more 
a5 at the cell surface than quiescent ceUs. Thus, unlike proliferating ceUs, 
quiescent ceUs may need different integrins at their cell surface and the 
presence of a5p 1 may not be required in large amount. This is in accordance 
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with other studies [41, 47-49] which demonstrated that terminal differentiation of 
keratinocytes in culture also involves loss of a5p1 at the cell surface. Also, 
Sastry et al. [50] demonstrated that a5-transfected myoblasts remained in the 
proliferative phase and that differentiation was inhibited even in confluent 
cultures, suggesting that loss of integrin a5 expression may be required in order 
for differentiation to take place. 
Our results provided evidence that cell quiescence also affected 
expression of integrin a5 subunit at the gene levaI. Both mRNA levels and 
promoter strength decreased between confluent and post-confluent cells. This 
indicates that promoter activity is at its highest when proliferating cells reach 
confluence and then there is a general down regulation of the a5 promoter when 
cells become quiescent. These results are consistent with those from other 
studies [49, 51]. Indeed, the reduced transcription of integrin a5 subunit in 
keratinocytes has been shown to correlate with the expression of differentiation 
markers [49]. In addition, when human fibrosarcoma HT-1080 cells are released 
from quiescence, an increase in promoter activity, mRNA level as weil as protein 
levels has been observed for the integrin a5 subunit [51]. In a more recent study 
conducted by our group, expression directed by the human a5 integrin subunit 
gene promoter was found to be strongly affected by cell density in primary 
cultures of rabbit corneal epithelial ceUs (RCECs) [52]. Indeed, the a5 promoter 
activity was found to be 9 to 13 times lower in confluent RCECs when compared 
to the level measured in non-confluent ceUs, indicating that the a5 promoter is 
regulated differently in different cell types. It must be pointed out that RCECs 
reach quiescence after only a few days at post-confluence. 
When we look more closely at the regulation of the a5 promoter in RPE 
ceUs, we found that the sequence located between positions -41 to -92 functions 
as a powerful transcriptional activator. Previous studies demonstrated that the -
62 to -132 a5 promoter region indeed functions as a positive regulatory region in 
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the fibrosarcoma HT -1080 cell line [51]. The -41 to -92 a5 promoter segment 
was also shown to positively modulate a5 promoter activity in the promonocytic 
U937 cell Une [53]. The a5 -41/-92 promoter sequence bears target sequences 
for the transcription factors AP-1 (between positions -45 and -51 bp) [51] and 
Spi (between positions -61 and -77 bp) [46]. Spi has recently been shown to 
bind a target site within this a5 promoter segment designated the fibronectin 
responsive element (FRE) and located between positions -56 to -82, which 
confers responsiveness of the a5 promoter toward FN [46]. Whether AP-1 or 
Spi are involved in the -41/-92 mediated up regulation of the a5 promoter 
activity in RPE ceUs remains to be elucidated. 
The present study shows that when RPE ceUs are dedifferentiated and 
proliferate, promoter activity, mRNA transcripts and a5 protein levels are highly 
increased compared to quiescent cells. This finding is important in view of the 
possible involvement of this integrin subunit in PVR. Indeed, given that FN was 
shown to be expressed in epiretinal membranes in PVR [42-44], that the a5/31 
integrin binds specifically to FN [7-9] and that a5/31 promotes cell proliferation 
and migration [14, 16], it can be postulated that the a5 integrin subunit plays a 
major role in PVR in which RPE cells detach fram the underlying Bruch's 
membrane, migrate and proliferate [20-22]. This integrin subunit could thus 
represent a therapeutic target for PVR if the mechanism of its upregulation can 
be identified. In this regard, a recent study [36] demonstrated that human RPE 
ceUs grown in the presence of vitreous resulted in an elevation of expression of 
the a5 subunit. In PVR, RPE ceUs come in contact with vitreous through a tear 
in the neural retina [55]. Th erefore, a detailed study on how the transcriptional 
activity directed by the a5 promoter is modulated following exposure of RPE 
ceUs to the vitreous would most certainly contribute to the understanding of why 
this integrin subunit is upregulated during PVR. 
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Immunofluorescent detection of Integran aS in situ. 
Figure shows cryosections of a retina of a·21 years-old donor. 
As described in methods, specifie immunoreactivity appears 
green and lipofuscin autofluorescence appears orange/yellow. 
A) Integrin a5 subunit is detected diffusely throughout the cell 
surface, and more intense staining is found at the basal surface 
of the RPE monolayer (arrows). The retina peeled off during 
cryosection processing. B) Negative control using normal rabbit 
serum. Scale bar represents 10 I-tm. 




Primary human RPE ceUs were seeded at 1.5x1 05 cells/cm2 and 
remained in culture for either 2 days (confluent cells) (A) or 2 
weeks (post-confluent cells) (B) before BrdU labeling (see 
methods). For negative contrais, the primary antibody was 
omitled (C). Scale bar represents 1 00 ~m. 
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Figure 3.3 Immunoprecipitation of biotinylated cell surface proteins with 
anti integrin aS antibody 
Upper panel. Sub-confluent (sc), confluent (c) and post-confluent 
(pc) primary human RPE ceUs were harvested, labeled with soluble 
sulfo-NHS-LC-Biotin and immunoprecipitated with anti-integrin a5 
antibody under denaturing conditions. Lower panel. Band density 
was calculated by the QuantityOne Image analysis software (see 
methods). 
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aS 1102 942 573 
RT -PCR amplification of integrin aS mRNAs 
Upper panel. Integrin a5 amplification products were obtained 
from sub-confluent (sc), confluent (c) and post-confluent (pc) 
primary cultures of human RPE ceUs and normalized to the 18S 
PCR product for semi quantitative evaluation. The position of 
the integrin a5 (171 bp) and 18S (489 bp) amplification products 
are shown, along with that of the most representative DNA 
markers. Lower panel. Band was density calculated by the 
QuantityOne Image analysis software (see methods). 
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promoter strength (CAT/hGH) 
Figure 3.5 Cell density dependence of the a.S promoter activity in RPE 
ceUs. 
Sub-confluent (dashed box) (n = 24), confluent (filled box) (n = 30) 
and post confluent (white box) (n = 9) cultures of human RPE ceUs 
were transiently transfected with recombinant plasmids bearing the 
CA T reporter gene fused to various promoter segments from the 
human 0.5 gene. Levels of CAT activity for the transfected ceUs 
were normalized to the amount of hGH secreted into the culture 
media. Values are presented with standard deviation. An asterisk 
at the right side of the boxes indicates a promoter strength 
statistically different between the sub-confluent and confluent cetls, 
or between the confluent and post-confluent cells, as indicated by 
the brackets (ANOVA; p<O.001). See text for individual p values. 
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4.1 RÉSUMÉ 
Les cultures primaires d'EPR humain requièrent de jeunes donneurs avec un délai 
post-mortem court et n'ayant pas de maladie rétinienne connue. L'utilisation d'une 
lignée cellulaire établie, comme la lignée ARPE-19, pourrait représenter une alternative 
intéressante afin de remplacer les cultures primaires. Cette lignée cellulaire possède 
plusieurs caractéristiques des cellules de l'EPR, incluant la morphologie cellulaire, des 
jonctions étanches fonctionnelles, et l'expression des marqueurs CRALBP et RPE65. 
Nous avons donc évalué l'expression de la sous-unité a5 de l'intégrine a5p 1, à la fois 
au niveau du gène et de la protéine, et comparé ces résultats avec ceux obtenus en 
utilisant des cultures primaires d'EPR dont les résultats ont été publiés précédemment 
(Proulx, Guérin et Salesse, 2003). La présence de la protéine a5p1 a été évaluée sur 
des cultures d'EPR de différentes confluences par des analyses d'immunofluorescence 
et d'immunoprécipitation. Les niveaux du transcrit a5 ont été évalués par RT-PCR semi-
quantitatif. Des transfections transitoires ont aussi été réalisées afin de comparer 
l'activité du promoteur a5 dans les deux types de cellules. Les résultats 
d'immunofluorescence ont démontré un marquage similaire pour chacune des 
confluences étudiées entre les cellules en cultures primaires et celles de la lignée 
ARPE-19. Les analyses d'immunoprécipitation et de RT-PCR ont démontré des niveaux 
similaires de protéines et d'ARNm pour les cellules ARPE-19 non-confluentes et 
confluentes, et que ces niveaux diminuaient lorsque les cellules devenaient post-
confluentes. L'activité dirigée par le promoteur a5 s'est avérée beaucoup plus puissante 
dans la lignée ARPE-19 que dans les cellules provenant de cultures primaires. De plus, 
des différences considérables ont été observées dans ,'utilisation des différents 
éléments de régulation identifiés dans le promoteur du gène a5 entre les cultures 
primaires et les cellules ARPE-19. Cette étude démontre que les niveaux de protéines et 
de transcrits diminuent dans la lignée ARPE-19 lorsque les cellules deviennent post-
confluentes, un comportement également observé chez les cultures primaires. Par 
contre, des différences majeures entre les deux types de cellules sont notées dans la 
force et dans les éléments du promoteur a5 utilisés afin d'en moduler l'expression. Cette 
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étude a également permis de démontrer que le milieu de culture exerce un effet non 
négligeable sur l'activité transcriptionnelle dirigée par le promoteur du gène a5. 
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4.2 ABSTRACT 
Primary cultures of human retinal pigment epithelium (RPE) requires young human 
donors with short post-mortem time and no known retinal diseases. The use of an 
established human RPE cell line, like ARPE-19, would be a welcomed alternative to 
primary cultures. This cell line retains many of the characteristics of RPE ceUs, including 
cell morphology, functional tight junctions and expression of CRALBP and RPE6S. This 
study was conducted in order to investigate integrin aS expression at both the gene and 
protein level in the ARPE-19 cell line and compare the results with those obtained with 
primary cultures of RPE cells. The potential use of this cell line as a substitute for 
primary cultures of RPE cells was also considered. Integrin aS protein was detected on 
RPE and ARPE-19 cultures at different confluency by immunofluorescence and 
immunoprecipitation analyses. Semi-quantitative RT-PCR was used to study aS mRNA 
levels. Transient transfections were performed in order to compare aS promoter strength 
in both types of celfs. Immunofluorescence studies showed that both primary RPE and 
ARPE-19 cells yielded similar aS staining patterns at ail cell confluencies. Both 
immunoprecipitation and RT -PCR analyses provided evidence that sub-confluent and 
confluent RPE and ARPE-19 cells have similar cell surface aS protein and mRNA levels 
whereas post-confluent cells had a marked decrease in both protein and transcript 
levels. ARPE-19 cells show a large increase in promoter strength compared to primary 
cultures. When compared to primary cultures. the cell line exhibited major differences in 
the way the aS promoter is regulated, even if both cell types are cultured under identical 
conditions. This study demonstrates that primary cultures of human RPE and ARPE-19 
ceUs show reductions in both the aS protein and the mRNA when ceUs reach post-
confluency. However, major differences have been observed in the strength of the aS 
promoter between both cell types. We also show that culturing ARPE-19 ceUs in a 
different growth medium alters the transcriptional activity directed by the aS promoter. 
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4.3 INTRODUCTION 
Retinal pigment epithelial (RPE) cells account for a number of vital functions 
required for the maintenance of retinal integrity, such as the adhesion of the retina. A 
lack of adhesion between RPE ceUs and the Bruch's membrane has well-characterized 
pathologic consequences. For example, a breakdown in adhesion between the 
photoreceptor cell layer of the neural retina and the RPE eventually leads to 
photoreceptor degeneration and blindness (Fisher and Anderson, 1989). A lack of 
adhesion between the RPE and the choroid results in proliferative vitreoretinopathy 
(PVR) (Fisher and Anderson, 1989). In PVR, RPE cells act in a wound healing fashion 
(Baudouin and Gastaud, 1994; Glaser and Lemor, 1994; Ryan, 1993; Weiler, 
Wiedemann and Heimann, 1990). Indeed, these normally quiescent and differentiated 
cells detach from the underlying Bruch's membrane, migrate and proliferate. Then they 
secrete extracellular matrix (ECM) molecules and form an epiretinal membrane that 
leads to retinal detachment. 
1 ntegrins have been postulated to play a major role in PVR (Robbins et al., 1994). 
They are a class of heterodimeric membrane proteins that are essential in numerous 
cellular processes involving cell-ECM or cell-cell interactions. Integrins are heterodimers 
consisting of variable a and ~ subunits and combination of which determines the 
receptor specificity for the different ECM molecules (Elner and Elner, 1996; Hynes, 
1992). Signais transduced by integrins can influence cell adhesion, migration, 
differentiation and proliferation (Elner and Elner, 1996; Hynes, 1992). For example, 
expression of the a5~1 integrin has been found to be upregulated when human 
fibrosarcoma HT1080 ceUs are released from quiescence (Wang et aL, 1995). 
Culturing human RPE ceUs is now a weil established procedure (Burke et aL, 1996; 
McKay and Burke, 1994; Pfeffer, 1991; Tezel, Del Priore and Kaplan, 1997) and many 
have used primary human RPE cell cultures for integrin expression studies (Anderson et 
aL, 1990; Hunt et aL, 1994; Jin et aL, 2000; Kupper and Ferguson, 1993; Un and Clegg, 
1998; McKay et aL, 1997; Meitinger et aL, 2001; Miceli, Newsome and Tate, 1997; 
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Mousa, Lorelli and Campochiaro, 1999; Zhao et al., 1999). However, primary cultures of 
human RPE cells require donor eyes with short post-mortem time which limit their 
potential use for further studies. In addition, primary cultures of human RPE cells show 
phenotypic differences in vitro (Burke et aL, 1996) and may present other physiological 
differences caused by donor to donor variabilities. In fact, these authors have identified 
8 discrete phenotypes of RPE cells within the same cultures. Seven out of the 8 
phenotypes were observed in ail primary cultures derived from 38 human donors. 
The ARPE-19 is a nontransformed, human RPE cell line with normal kariology 
(Dunn et al., 1996). ARPE-19 ceUs retain many of the characteristics of RPE cells, 
including cell morphology (Dunn et aL, 1996), functional tight junctions (Dunn et aL, 
1996) and the ability to phagocytose rod outer segments (Finnemann et al., 1997). They 
also express the RPE-specific markers CRALBP and RPE65 (Dunn et aL, 1996). This 
cell line has been previously used as an alternative to primary cultures because of its 
readily availability and the stability of its features in prolonged cultivation. These studies 
included, amongst others, changes in gene expression in response to vitreous (Fan et 
aL, 2002), expression and promoter activation of RPE65 (Boulanger and Redmond, 
2002; Nicoletti, Kawase and Thompson, 1998), studies related to oxidative stress 
(Alizadeh et aL, 2001; Bridges et aL, 2001; Gao, Dinkova-Kostova and Talalay, 2001; 
Sparrow et aL, 2002; Wada et aL, 2001; Weigel, Handa and Hjelmeland, 2002), studies 
concerning advanced glycation end products (Handa et aL, 1998; Honda et aL, 2001; 
Treins et aL, 2001), generation of a synthetic mammalian promoter library (Tornoe et aL, 
2002), gene expression profile during wound repair (Singh et al., 2001) and use of 
ARPE-19 as a model for cell polarity (Dunn et aL, 1998). 
We recently reported that integrin 0.5 subunit expression varies as a consequence 
of increasing cell confluence in primary human RPE ceUs (Proulx, Guerin and Salesse, 
2003). The present study was conducted to evaluate whether ARPE-19 cells possess a 
similar pattern of integrin 0.5 expression as that previously reported for primary ceUs 
(Proulx et aL, 2003). Expression of the integrin 0.5 subunit and 0.5 promoter function 
were examined into both ARPE-19 and primary cultures of RPE ceUs grown at the sa me 
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cel! densities. Our results show that both cell types express the 0.5 protein and 0.5 
mRNA similarly, but major differences were observed at the level of promoter strength. 
This study also shows that culturing ARPE-19 ceUs in a different growth medium 
changes the promoter strength of the integrin 0.5 gene. 
4.4 MATERIALS AND METHODS 
4.4.1 Cell culture 
Cultures of RPE cells were established from human eyes obtained from the 
National Eyebank inc. (CHUL, Quebec) within 24h of death. This research was 
conducted in accordance with the tenets of the Declaration of Helsinki. Dissection was 
do ne bya modification of a previously published method (Pfeffer, 1991). The cells were 
cultured with Keratinocyte-SFM medium (Canadian Life Technologies, Burlington, ON) 
supplemented with 5% bovine calf serum (Hyclone, Logan, UTAH) and various vitamins 
and proteins as described in (Proulx et aL, 2003). Medium was changed every 2-3 days. 
For ail experiments, cultures were used at passage 2. ARPE-19 cells were purchased 
from the ATCC (CRL-2302) and grown according to the manufacturer's instruction. They 
were cultured in DMEM/F12 growth medium (Canadian Life Technologies, Burlington, 
ON) with 3mM glutamine (Sigma, Oakville, ON) and supplemented with 10% fetal bovine 
serum (Hyclone, Logan, UTAH). Growth medium was changed every 2-3 days and 
cultures were used at passage 36. Both primary RPE and ARPE-19 cell cultures were 
plated at different cell densities as follows: sub-confluent cells: 2.5x104 cells/cm2, 2 days 
in culture; confluent cells: 1 .5x1 05 cells/cm2, 2 days in culture; post-confluent ceUs: 
1.5x105 cells/cm2, 2 weeks in culture. 
4.4.2 Immunofluorescence 
Primary human RPE and ARPE-19 ceUs were plated on glass coverslips (Bellco 
glass, NJ) for 48h prior to fixation in cold ethanol for 10 min. The coverslips were 
washed in PBS and incubated at room temperature for 30 min with primary antibody 
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(mouse anti-human integrin a5, clone liAi, Pharmingen, Mississauga, ON, Canada) at a 
1 :50 dilution in PBS containing 1 % bovine serum albumin (PBS-BSA 1 %), washed again 
in PBS and incubated with secondary antibody (Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG, 
Molecular Probes, Eugene, OR) for 45 min in the dark at room temperature (1 :200 
dilution in PBS-BSA 1%). After 3 other washes in PBS and 2 final washes in distilled 
water, the coverslips were mounted with Prolong antifade mounting medium (Molecular 
Probes). Images were obtained using a MRC 1024 confocal system (Bio-Rad 
Laboratories, Mississauga, Ontario, Canada) mounted on a Nikon Diaphot TMD inverted 
microscope (Tokyo, Japan) equipped with 60X 1.4 N.A. immersion Jens. Confocal 8 bit 
images were captured using Bio-Radis Lasersharp acquisition software running under 
082. As a negative control, the primary antibody was replaced by PBS-BSA 1 %. The 
results shown are representative of a minimum of 3 independent experiments conducted 
on separate RPE populations derived from different donors. 
4.4.3 Immunoprecipitation 
Five million RPE cells were labeled with 1 ml of 1 mg/ml soluble Sulfo-NHS-LC-
Biotin (Pierce, Rockford, IL) in PBS for 60 min at room temperature. Cells were th en 
Iysed in 1mllysis buffer (50 mM Tris-HCI, pH 7.4 containing 1% Igepal CA-630, 120 mM 
NaCl, 1mM CaCI2.2H20, 1mM MgCI2, 0.7 JJg/ml pepstatin, 0.5 JJg/ml leupeptin, 1mM 
pefabloc). Protein concentration was measured with the BCA method (Pierce) to ensure 
that equal amounts of proteins were loaded in each la ne. Insoluble materials were 
removed by centrifugation at 16 000 9 for 10 min at 4°C. Each ml of supernatant was 
pre-cleared by a 1 h incubation with 50 !J.I of unconjugated protein-A-Sepharose CL-4B 
beads (Amersham Pharmacia Biotech, Baie d'Urfé, Quebec, Canada). Approximately 50 
!J.I of goat anti-mouse IgG coated sepharose beads (Zymed Laboratories, San 
Francisco, CA) was incubated for 3h at room temperature with 10 JJg primary antibody 
(mouse anti-human integrin a5, clone liAi, Pharmingen), then rinsed with wash buffer 
(50mM Tris-HCI pH 7.5, 0.5M NaCl, 1 mM CaCI2, 1 mM MgCI2. 0.1 % Tween 20) to 
remove unbound antibodies. Pre-cleared (500 JJI) samples were precipitated for 3h at 
room temperature with 50 JJI of protein-sepharose/anti-mouse IgG with bound primary 
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antibody. The Sepharose beads with bound immune complexes were washed 6 times in 
wash buffer. Then, 50 iJ.1 of 2X Laemmli buffer containing 5% 2-mercaptoethanol was 
added to the 50 iJ.1 of rinsed beads, boiled 5 min at 85°C, cooled, and 20 iJ.1 was loaded 
per lane (corresponding to 7.5x105 immunoprecipitated ceUs) on a 6% polyacrylamide 
gel and transferred to nitrocellulose (Bio-Rad Laboratories). The membrane was blocked 
for at least 1h with 3% BSA, incubated for 1h with streptavidin-HRP (Pierce), rinsed in 
PBS containing 0.05% Tween 20, incubated for 15 min with Supersignal (Pierce) and 
processed for autoradiography. 
4.4.4 Semi-quantitative Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT. 
PCR) 
Semi-quantitative RT-PCR was performed as described by (Prou lx et aL, 2003). 
Briefly, RNA from RPE cells at different confluency was isolated using Tri-Reagent 
(Sigma) according to the manufacturer's instruction. Reverse transcription (RT) was 
performed using 5iJ.g total RNA and 0.2iJ.g of random hexamer primers (Fermentas; 
Burlington, Ontario, Canada) following the manufacturer's protocol for synthesis of first 
strand cDNA. Polymerase chain reaction (PCR) was performed using the QuantumRNA 
18S Internai standards protocol for semi-quantitative RT-PCR (Ambion, Austin, Texas) 
according to the manufacturer's instructions. Linear range varied between 23 and 33 
cycles and the total number of cycles used for semi-quantitative RT -PCR was 28. The 
optimal ratio of 18S primers: competimers was determined and the ratio used was 3:7 
(18S primers:competimers).The DNA sequence of the primers for amplification of the 
human a5 transcript were: forward primer: 5'- G G C A G C T A T G G CGT CCC A C 
T G T G G -3', reverse primer: 5'- G G C A T C A GAG G T G G C T G GAG G C T T -
3' (171-bp PCR product) and cycle parameters were 94°C for 30 sec, 60°C for 30 sec 
and 72°C for 30 sec. The 18S primers (Ambion) gave a PCR product of 489 bp. Band 
density was evaluated by the Service d'analyse d'image du CHUL using an image 
analysis software (Scion). 
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4.4.5 Transient transfecticms 
Plasmids containing the chloramphenicol acetyltransferase (CAT) reporter gene 
fram the plasmid pSKCAT fused to various 5' deletions of the a5 gene and stripped of 
their multicloning site (MCS) (-954a5CATAMCS, -178 a5CATAMCS, -132a5CATAMCS, 
-92a5CATAMCS, -41a5CATAMCS) have been previously described (Beliveau et aL, 
1999). RPE cells grawn at different confluences were transiently transfected using the 
calcium phosphate precipitation method as described by Graham and Van der Eb 
(1973) (Graham and van der Eb, 1973). Each individual plate received 15 ~g of the test 
plasmid and 5 ~g of the human growth hormone (hGH)-encoding plasmid pXGH5 
(Selden et aL, 1986) for 4 to 6h before being washed with PBS and incubated an 
additional 48h in fresh medium. levels of CAT activity for the transfected cells were 
determined as described (Pothier et aL, 1992) and normalized to the amount of hGH 
secreted into the culture media and assayed using a kit for quantitative measurement of 
hGH (Immunocorp, Montréal, Quebec, Canada). To be considered significant, each 
individual value needed to be at least three times over the background level caused by 
the reaction buffer used. Standard deviation is also provided for each transfected CAT 
plasmid. 
4.5 RESULTS 
An antibody directed toward the integrin a5 subunit was used to detect the a5 
protein on the cell surface of RPE ceUs. As shown in Figure 4.1, both the primary culture 
of human RPE ceUs and the ARPE-19 cell line stained positive for the integrin a5 
protein. The fluorescence was observed at cell-cell contacts and also found diffusely 
throughout the cell surface for both the primary cultures and the ARPE-19 ceilline. 
Immunoprecipitated cell surface a5 integrin subunit was expressed at the sa me 
levels on sub-confluent and confluent ARPE-19 ceUs, whereas a marked reduction in the 
amount of precipitated a5 integrin protein was observed in post-confluent ARPE-19 cells 
(Fig. 4.2A). This marked reduction is apparently resulting from a decrease in a5 mRNA 
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since a reduction in the transcription directed by the a5 gene is also observed in post-
confluent ARPE-19 ceUs by RT-PCR (Fig. 4.28, upper panel). When normalized to the 
amount of transcripts encoded by the ribosomal 18S gene, a 30 and 20% reduction in 
the level of a5 transcripts is observed between sub-confluent and confluent RPE and 
ARPE-19 ceUs, respectively, and a 75% reduction in the levels of a5 transcripts between 
sub-confluent and post-confluent for both RPE and ARPE-19 ceUs (Fig. 4.28, lower 
panel). 
To investigate if the a5 promoter is regulated the same way in ARPE-19 ceUs as 
has been previously found in primary cultures of human RPE cells (Proulx et aL, 2003), 
promoter constructs bearing the CAT reporter gene under the control of various lengths 
from the a5 promoter gene were transiently transfected into cultures of ARPE-19 cells 
and were compared to results previously obtained with primary human RPE cells 
transfected under the same conditions (Proulx et al., 2003). Upon transfection of both 
types of cells, the activity directed by the a5 promoter was found to be mu ch higher in 
ARPE-19 cells than in primary cultures of RPE cells. As shown in Figure 4.3, the -
178a5CAT ~MCS plasmid encodes CAT activities more than 10 times higher in confluent 
ARPE-19 cells (Fig. 4.3A) than in primary RPE cells (Fig. 4.38) at the same cell 
confluency. 
When transfections are conducted into primary human RPE ceUs, no significant 
CAT activity was obtained for plasmid -41 a5CAT ~MCS under any of the cell culture 
conditions selected, and basal promoter of the a5 gene and maximal promoter strength 
is observed with the -92a5CAT~MCS construct (Fig. 4.38). Promoter strength then 
decreased progressively upon extending further the 5' end up to position -178 (Fig. 
4.38). No significant CAT activity was obtained upon transfection of ARPE-19 ceUs with 
plasmid -41 a5CAT ~MCS and both basal activity and maximal promoter strength were 
also found to be determined by the -92a5CAT ~MCS construct (Fig. 4.3A). However, and 
unlike primary human RPE cells, the CAT activity remains unchanged between plasmids 
-92a5CAT~MCS and -178a5CAT~MCS and then decreased between plasmids -
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
108 
178a5CAT AMCS and -954a5CAT AMCS. These results suggest that a negative 
regulatory element is present on the a5 integrin promoter between positions -178 and -
954 and functional in ARPE-19 but not in primary cultures of RPE ceUs. As for primary 
cultured RPE cells, confluent ARPE-19 ceUs yielded the highest a5 promoter-mediated 
CAT activities out of the three cell densities tested therefore suggesting that a5 promoter 
activity is downregulated at both mid- and post-confluence. 
We then examined whether the differences in the CAT activities directed by various 
a5 promoter segments could be explained by the different growth medium used for 
culturing ARPE-19 cells and primary cultures of RPE cells. Transfection experiments 
were therefore repeated with the ARPE-19 cellline grown with the same growth medium 
as the one used for primary human RPE cells (Fig. 4.3C). Unlike ARPE-19 cells grown 
in DMEM/F12 (Fig. 4.3A), the a5 promoter strength obtained in ARPE-19 cells grown in 
the Keratinocyte medium was similar to that from primary RPE cells for the constructs -
41a5CATAMCS, -92a5CATAMCS and -132a5CATAMCS. However, promoter strength 
remained higher in ARPE-19 cells for both the -178a5CATAMCS and -954a5CATAMCS 
constructs, with promoter strengths 11- and 3.5-fold higher, respectively, for the ARPE-
19 cells compared to primary cultures of RPE cells. Thus, major differences at the 
promoter regulation level are still maintained between the two cell types grown in the 
same growth medium (Fig. 4.3C). 
4.6 DISCUSSION 
The rationale for performing this study was to evaluate whether the cell Une ARPE-
19 could be used for further studies on the expression of the integrin a5 subunit as a 
proper model for RPE cells given that these studies will require to culture a large number 
of ceUs. This would be very difficult to achieve with primary ceUs given the availability of 
donor eyes. 
Human RPE cells cultured in vitro have been reported to express the a5 integrin 
subunit (Anderson et aL, 1990; Hunt et aL, 1994; Jin et aL, 2000; Kim, Tezel and Del 
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Priore, 1998; McKay et al., 1997; Meitinger et aL, 2001; Mousa et aL, 1999; Yang et aL, 
1996; Zhao et aL, 1999). Before studying the protein and gene regulation of this integrin 
with an established cell line, we first examined whether the presence of this integrin 
subunit could also be observed at the cell surface of ARPE-19 cells, a nontransformed 
human RPE ceilline, and if the pattern of its expression resembles that found in primary 
cultures of RPE ceUs. Both types of ceUs expressed a5 integrin subunit at their cell 
surface, and their staining pattern was similar. As previously reported, sub-confluent and 
confluent RPE ceUs from primary cultures show similar levels of a5 cell surface protein 
and a5 mRNA (Fig. 4.2A and 4.2B) and both are markedly reduced when cultures reach 
post-confluency (Proulx et aL, 2003). The present study showed that similar results are 
also obtained with the ARPE-19 cell line. However, when transfecting primary human 
RPE ceUs and ARPE-19 cells at the same confluency, major differences in both the a5 
promoter strength and the a5 regulatory regions actively used by these cells were 
observed. 
Slight differences between primary RPE cells and ARPE-19 ceUs have been noted 
by others (Holtkamp et aL, 1998; Philp et aL, 2003). For example, Holtkamp et al. (1998) 
found that after stimulation with IL-1 p, secretion of IL-6 and IL-8 was polarized toward 
the basal side in primary cultures of human RPE cells, irrespective of the side of 
stimulation. The ARPE-19 cells also secreted these cytokines in a polarized fashion 
towards the basal side after basal stimulation, but polarized secretion was not apparent 
after apical stimulation. On most instance, however, the studies that have examined 
both cell types generally concluded that they yielded similar results. For example, the 
study of Liou et al. (2002) showed that tyrosine phophorylation of hepatocyte growth 
factor receptor (HG FR) and p-catenin occurs similarly in proliferating primary cultures of 
human RPE and ARPE-19 ceUs. 
The results from the transfection analyses conducted in the present study 
suggested that the a5 promoter regulation is different when the same cell line is 
cultivated in a different growth medium. Indeed, comparison of the results obtained in 
confluent ARPE-19 ceUs grown either in DMEM/F12 (Fig. 4.3A) or in the Keratinocyte 
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medium (Fig. 4.3C), show that the activity directed by the -92a5CAT L\MCS construct is 
reduced by 61% and the -132 a5CATL\MCS plasmid by 72% when the ceUs are 
cultivated in the Keratinocyte media. However, the other constructs yielded similar 
promoter strengths regardless of the growth medium used. The integrin 0.5 promoter has 
many consensus binding sites for several transcription factors, such as AP-1 
(Birkenmeier et aL, 1991; Corbi, Jensen and Watt, 2000), Spi (Birkenmeier et aL, 1991; 
Larouche et aL, 2000; Corbi et aL, 2000), Ets (Birkenmeier et aL, 1991), and C/EBP 
(Corbi et aL, 2000). One major difference between the Keratinocyte-SFM medium and 
the DMEM/F12 medium is that the former was supplemented with 5% BCS and the latter 
with 10% FBS. Serum (Lamph et aL, 1988; Ryder and Nathans, 1988) and growth 
factors (Quantin and Breathnach, 1988; Ryder and Nathans, 1988; Wu et aL, 1989) are 
pote nt inducers of AP-1 activity. Serum also stimulates the Ets-1 promoter (Majerus et 
al., 1992). The different serum used could thus be involved in the differences in 
promoter strength seen between the two growth medium. However, this addresses the 
question of the influence of growth medium on gene regulation and needs further 
studies. 
One additional advantage of using the ARPE-19 ceilline include the fact that it has 
the ability to differentiate in vitro and to display differentiated properties similar to RPE 
cells in vivo, including the functional polarization of cellular organelles and the 
expression of RPE specifie genes (Dunn et aL, 1996). Thus, ARPE-19 cells would be 
useful for studying changes in gene expression between proliferating and differentiated 
ceUs within the same cell line. Gelfman et al. (1998) used this advantage to study the 
differences in transcriptional regulation of the FGF5 gene between proliferating and 
differentiated RPE cells, and Alizadeth et al. (2001) also used this advantage to study 
the downregulation of differentiation specifie gene expression by oxidative stress. Liou et 
al. (2002) also investigated tyrosine phophorylation of HGFR and p-catenin on 
proliferating and differentiated ARPE-19 cells. To study the differences in gene 
regulation and, most importantly, the levels to which transcription factors that regulate 
0.5 gene promoter function between undifferentiated and differentiated RPE cells would 
certainly be of interest. However, considerations should be taken regarding the potential 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
111 
use of the APRE-19 cel! Une as a substitute for primary cultures of RPE ceUs in studies 
that are aimed at understanding gene regulation. 
4.1 ACKNOWLEDGEMENTS 
The authors would like to thank the National Eyebank inc. (Quebec, Canada) for 
providing the human globes. Supported by the Natural Sciences and Engineering 
Research Council of Canada (NSERC). SP held a joint scholarship from the Canadian 
Institutes of Health Research (CIHR) and the E.A. Baker Foundation from the Canadian 
National Institute for the Blind (CNIB). SL held a scholarship from the Fonds Québécois 
de la Recherche sur la Nature et les Technologies (NATEQ). CS and SLG are chercheur 
boursier national from the Fonds de la Recherche en Santé du Québec (FRSQ). 
4.8 REFERENCES 
Alizadeh, M., Wada, M., Gelfman, C.M., Handa, J.T. and Hjelmeland, L.M., 2001. 
Downregulation of differentiation specific gene expression by oxidative stress in 
ARPE-19 cells. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42,2706-13. 
Anderson, D.H., Guerin, C.J., Matsumoto, B. and Pfeffer, B.A., 1990. Identification and 
localization of a beta-1 receptor from the integrin family in mammalian retinal 
pigment epithelial ceUs. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 31, 81-93. 
Aukunuru, J.V., Sunkara, G., Bandi, N., Thoreson, W.B. and Kompella, U.B., 2001. 
Expression of multidrug resistance-associated protein (MRP) in human retinal 
pigment epithelial ceUs and its interaction with BAPSG, a novel aldose reductase 
inhibitor. Pharm. Res. 18,565-72. 
Baudouin, C. and Gastaud, P., 1994. [Vitreoretinal proliferation. II. Pathogenic 
hypotheses]. J. Fr. Ophtalmol. 17,800-11. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
112 
Beliveau, A., Leclerc, S., Rouleau, M. and Guerin, S.L., 1999. Multiple cloning sites from 
mammalian expression vectors Interfere with gene promoter studies in vitro. Eur. 
J. Biochem. 261, 585-90. 
Birkenmeier, T.M., McQuillan, J.J., Boedeker, E.D., Argraves, W.S., Ruoslahti, E. and 
Dean, D.C., 1991. The alpha 5 beta 1 fibronectin receptor. Characterization of the 
alpha 5 gene promoter. J. Biol. Chem. 266, 20544-9. 
Boulanger, A. and Redmond, T.M., 2002. Expression and promoter activation of the 
Rpe65 gene in retinal pigment epithelium ceillines. Curr. Eye Res. 24, 368-75. 
Bridges, C.C., Ola, M.S., Prasad, P.O., EI-Sherbeny, A., Ganapathy, V. and Smith, S.B., 
2001. Regulation of taurine transporter expression by NO in cultured human 
retinal pigment epithelial cells. Am. J. Physiol. Cell Physiol. 281, C1825-36. 
Burke, J.M., Skumatz, C.M., Irving, P.E. and McKay, B.S., 1996. Phenotypic 
heterogeneity of retinal pigment epithelial cells in vitro and in situ. Exp. Eye Res. 
62,63-73. 
Corbi, A.L., Jensen, U.B. and Watt, F.M., 2000. The alpha2 and alpha5 integrin genes: 
identification of transcription factors that regulate promoter activity in epidermal 
keratinocytes. FEBS Lett. 474, 201-7. 
Dunn, K.C., Aotaki-Keen, A.E., Putkey, F.R. and Hjelmeland, L.M., 1996. ARPE-19, a 
human retinal pigment epithelial cell line with differentiated properties. Exp. Eye 
Res. 62, 155-69. 
Dunn, K.C., Marmorstein, A.D., Bonilha, V.L., Rodriguez-Boulan, E., Giordano, F. and 
Hjelmeland, L.M., 1998. Use of the ARPE-19 ceilline as a model of RPE polarity: 
basolateral secretion of FGF5. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 39, 2744-9. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
113 
Elner, S.G. and Elner, V.M., 1996. The integrin superfamily and the eye. Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sci. 37, 696-701. 
Fan, W., Zheng, J.J., Peiper, S.C. and McLaughlin, B.J., 2002. Changes in Gene 
Expression of ARPE-19 Cells in Response to Vitreous Treatment. Ophthalmic 
Res. 34, 357-65. 
Finnemann, S.C., Bonilha, V.L., Marmorstein, A.D. and Rodriguez-Boulan, E., 1997. 
Phagocytosis of rod outer segments by retinal pigment epithelial cells requires 
alpha(v)beta5 integrin for binding but not for internalization. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA. 94, 12932-7. 
Fisher, S.K. and Anderson, D.H., 1989. Cellular effects of detachment on the neural 
retina and the retinal pigment epithelium. Retinal Diseases 165-89. 
Fukuoka, Y., Strainic, M. and Medof, M.E., 2003. Differentiai cytokine expression of 
human retinal pigment epithelial cells in response to stimulation by C5a. Clin. 
Exp. Immunol. 131,248-53. 
Gao, X., Di n kova-Kostova , A.T. and Talalay, P., 2001. Powerful and prolonged 
protection of human retinal pigment epithelial cells, keratinocytes, and mouse 
leukemia cells against oxidative damage: the indirect antioxidant effects of 
sulforaphane. Proc. Natl. Acad. Sei USA. 98,15221-6. 
Gelfman, C.M., Kelleher, C.M. and Hjelmeland, L.M., 1998. Differentiation of retinal 
pigment epithelial cells in vitro uncovers silencer activity in the FGF-5 gene 
promoter. Exp. Eye Res. 67,151-62. 
Glaser, B.M. and Lemor, M., 1994. Pathobiology of proliferative vitreoretinopathy. Retina 
2249-63. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
114 
Graham, F.L. and van der Eb, AJ., 1973. A new technique for the assay of infectivity of 
human adenovirus 5 DNA Virology. 52, 456-67. 
Handa, J.T., Reiser, K.M., Matsunaga, H. and Hjelmeland, L.M., 1998. The advanced 
glycation endproduct pentosidine induces the expression of PDGF-B in human 
retinal pigment epithelial ceUs. Exp. Eye Res. 66, 411-9. 
Holtkamp, G.M., Van Rossem, M., de Vos, A.F., Willekens, B" Peek, Rand Kijlstra, A., 
1998. Polarized secretion of IL-6 and IL-8 by human retinal pigment epithelial 
ceUs. Clin. Exp. Immuno!. 112, 34-43. 
Honda, S., Farboud, B" Hjelmeland, L.M. and Handa, J.T., 2001. Induction of an aging 
mRNA retinal pigment epithelial cell phenotype by matrix-containing advanced 
glycation end products in vitro. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 42, 2419-25. 
Hunt, RC., Pakalnis, V.A., Choudhury, P. and Black, E.P., 1994. Cytokines and serum 
cause alpha 2 beta 1 integrin-mediated contraction of collagen gels by cultured 
retinal pigment epithelial cells. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 35, 955-63. 
Hynes, RO., 1992. Integrins: versatility, modulation, and signaling in cell adhesion. Cell. 
69, 11-25. 
Jin, M., He, S., Worpel, V., Ryan, S.J. and Hinton, D.R, 2000. Promotion of adhesion 
and migration of RPE ceUs to provisional extracellular matrices by TNF-alpha. 
Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 41, 4324-32. 
Kim, K.S., Tezel, T.H. and Del Priore, L.V., 1998. The reattachment of adult human 
retinal pigment epithelium (RPE) to extracellular matrix (ECM) is mediated mainly 
by beta1 integrin subunit. Invest. Ophthalmol. Vis. Sc. 39, S98. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
115 
Kupper, T.S. and Ferguson, T.A., 1993. A potential pathophysiologic role for alpha 2 
beta 1 integrin in human eye diseases involving vitreoretinal traction. Faseb J. 7, 
1401-6. 
Lamph, W.W., Wamsley, P., Sassone-Corsi, P. and Verma, I.M., 1988. Induction of 
proto-oncogene JUN/AP-1 by serum and TPA. Nature. 334, 629-31. 
Larouche, K., Leclerc, S., Salesse, C. and Guerin, S.L., 2000. Expression of the alpha 5 
integrin subunit gene promoter is positively regulated by the extracellular matrix 
component fibronectin through the transcription factor Spi in corneal epithelial 
ceUs in vitro. J. Biol. Chem. 275, 39182-92. 
Lin, H. and Clegg, 0.0., 1998. Integrin alphavbeta5 participates in the binding of 
photoreceptor rod outer segments during phagocytosis by cultured human retinal 
pigment epithelium. Invest. Ophthalmol. Vis. Sei. 39, 1703-12. 
Liou, G.I., Matragoon, S., Samuel, S., Behzadian, M.A., Tsai, N.T., Gu, X., Roon, P., 
Hunt, D.M., Hunt, R.C., Caldwell, R.B. and Marcus, D.M., 2002. MAP kinase and 
beta-catenin signaling in HGF induced RPE migration. Mol. Vis. 8, 483-93. 
Majerus, M.A., Bibollet-Ruche, F., Telliez, J.B., Wasylyk, B. and Bailleul, B., 1992. 
Serum, AP-1 and Ets-1 stimulate the human ets-1 promoter. Nucleic Acids Res. 
20,2699-703. 
McKay, B.S. and Burke, J.M., 1994. Separation of phenotypically distinct subpopulations 
of cultured human retinal pigment epithelial cells. Exp Cell Res. 213, 85-92. 
McKay, B.S., Irving, P.E., Skumatz, C.M. and Burke, J.M., 1997. Cell-cell adhesion 
molecules and the development of an epithelial phenotype in cultured human 
retinal pigment epithelial ceUs. Exp. Eye Res. 65, 661-71. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
116 
Meitinger, D., Hunt, D.M., Shih, D.T., Fox, J.C. and Hunt, R.C., 2001. Vitreous-induced 
modulation of integrins in retinal pigment epithelial ceUs: effects of fibroblast 
growth factor-2. Exp. Eye Res. 73, 681-92. 
Miceli, M.V., Newsome, D.A. and Tate, D.J., Jr., 1997. Vitronectin is responsible for 
serum-stimulated uptake of rod outer segments by cultured retinal pigment 
epithelial cells. Invest. Ophthalmol. Vis. Sei. 38, 1588-97. 
Mousa, S.A, Lorelli, W. and Campochiaro, P.A, 1999. Role of hypoxia and extracellular 
matrix-integrin binding in the modulation of angiogenic growth factors secretion by 
retinal pigmented epithelial ceUs. J. Cell Biochem. 74,135-43. 
Nicoletti, A, Kawase, K. and Thompson, D.A, 1998. Promoter analysis of RPE65, the 
gene encoding a 61-kDa retinal pigment epithelium-specifie protein. Invest. 
Ophthalmol. Vis. Sei. 39, 637-44. 
Pfeffer, B.A, 1991. Improved Methodology for Cell Culture of Human and Monkey 
Retinal Pigment Epithelium. Progress in retinal Research 10, 251-91. 
Philp, N.J., Wang, D., Yoon, H. and Hjelmeland, L.M., 2003. Polarized expression of 
monocarboxylate transporters in human retinal pigment epithelium and ARPE-19 
ceUs. Invest. Ophthalmol. Vis. Sei. 44, 1716-21. 
Pothier, F" Ouellet, M., Julien, J.P. and Guerin, S.L., 1992. An improved CAT assay for 
promoter analysis in either transgenic mice or tissue culture cells. DNA Cell Biol. 
11,83-90. 
Proulx, S., Guerin, S.L. and Salesse, C., 2003. Effect of quiescence on integrin 
alpha5beta1 expression in human retinal pigment epithelium. Mol. Vis. 9, 
pagination pending. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
117 
Quantin, B. and Breathnach, R., 1988. Epidermal growth factor stimulates transcription 
of the c-jun proto-oncogene in rat fibroblasts. Nature. 334, 538-9. 
Rabbins, S.G., Brem, R.B., Wilson, D.J., O'Rourke, L.M., Robertson, J.E., Westra, 1., 
Planck, S.R. and Rosenbaum, J.T., 1994. Immunolocalization of integrins in 
proliferative retinal membranes. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 35, 3475-85. 
Ryan, S.J., 1993. Traction retinal detachment. XLIX Edward Jackson Memorial Lecture. 
Am. J. Ophthalmol. 115, 1-20. 
Ryder, K. and Nathans, D., 1988. Induction of protooncogene c-jun by serum growth 
factors. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 85, 8464-7. 
Selden, R.F., Howie, K.B., Rowe, M.E., Goodman, H.M. and Moore, 0.0., 1986. Human 
growth hormone as a reporter gene in regulation studies employing transient 
gene expression. Mol. Cell. Biol. 6,3173-9. 
Singh, S., Zheng, J.J., Peiper, S.C. and McLaughlin, B.J., 2001. Gene expression profile 
of ARPE-19 during repair of the monolayer. Graefes Arch. Clin. Exp. Ophthalmol. 
239,946-51. 
Sparrow, J.R., Zhou, J., Ben-Shabat, S., Vollmer, H., Itagaki, Y. and Nakanishi, K., 
2002. Involvement of oxidative mechanisms in blue-light-induced damage to A2E-
laden RPE. Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 43,1222-7. 
Tezel, T.H., Del Priore, L.V. and Kaplan, H.J., 1997. Harvest and storage of adult human 
retinal pigment epithelial sheets. Curr. Eye Res. 16, 802-9. 
Tornoe, J., Kusk, P., Johansen, T.E. and Jensen, P.R., 2002. Generation of a synthetic 
mammalian promoter library by modification of sequences spacing transcription 
factor binding sites. Gene. 297, 21-32. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
118 
Trains, C., Giorgetti-Peraldi, S., Murdaca, J. and Van Obberghen, E., 2001. Regulation 
of vascular endothelial growth factor expression by advanced glycation end 
products. J. Biol. Chem. 276, 43836-41. 
Wada, M., Gelfman, C.M., Matsunaga, H., Alizadeh, M., Morse, L., Handa, J.T. and 
Hjelmeland, L.M., 2001. Density-dependent expression of FGF-2 in response to 
oxidative stress in RPE ceUs in vitro. Curr. Eye Res. 23,226-31. 
Wang, D., Birkenmeier, T.M., Yang, J., Venkateswarlu, S., Humphrey, L., Brattain, M.G. 
and Sun, L., 1995. Release from quiescence stimulates the expression of integrin 
alpha 5 beta 1 which regulates DNA synthesis in human fibrosarcoma HT1080 
cells. J. Cell. Physiol. 164, 499-508. 
Weigel, A.L., Handa, J.T. and Hjelmeland, L.M., 2002. Microarray analysis of H202-, 
HNE-, or tBH-treated ARPE-19 cells. Free Radie. Biol. Med. 33, 1419-32. 
Weiler, M., Wiedemann, P. and Heimann, K., 1990. Proliferative vitreoretinopathy--is it 
anything more than wound healing at the wrong place? Int. Ophthalmol. 14, 105-
17. 
Wu, B.Y., Fodor, E.J., Edwards, R.H. and Rutter, W.J., 1989. Nerve growth factor 
induces the proto-oncogene c-jun in PC12 ceUs. J. Biol. Chem. 264, 9000-3. 
Yang, C.H., Huang, T.F., Liu, K.R., Chen, M.S. and Hung, P.T., 1996. Inhibition of retinal 
pigment epithelial cell-induced tractional retinal detachment by disintegrins, a 
group of Arg-Gly-Asp-containing peptides from viper venom. Invest. Ophthalmol 
Vis. Sei. 37, 843-54. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
119 
Zhao, M.W., Jin, M.L., He, S., Spee, C., Ryan, S.J. and Hinton, D.R., 1999. A distinct 
integrin-mediated phagocytic pathway for extracellular matrix remodeling by RPE 
cells. Invest. Ophthalmol. Vis .Sci. 40, 2713-23. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
120 
4.9 FIGURES 
Figure 4.1 Immunofluorescence detection of integrin aS on RPE cens. 
Sub-confluent (A. B), confluent (C, D) and post confluent (E, F) primary 
human RPE ceUs (A, C, E) and ARPE-19 ceUs (B, D, F) were incubated 
with an anti-a5 integrin antibody and the a5/Ab complex was revealed 
using Alexa 488-labeled anti-mouse IgG. Scale bar = 20 J.Lm 
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figure 4.2 Effect of confluency on cell surface protein levels and mRNA levels. 
Sub-confluent (SC), confluent (C) and post-confluent (PC) RPE and ARPE-
19 cells were used for detection of the 0.5 cel! surface protein (A) and 0.5 
transcript (B). A) RPE and ARPE-19 ceUs were harvested, labeled with 
soluble sulfo-NHS-lC-Biotin and immunoprecipitated with anti-integrin 0.5 
antibody under denaturing conditions. B) Upper panel. Integrin 0.5 
amplification products were obtained and normalized to the 18S PCR 
product for semi quantitative evaluation. Lower panel. Band density 
calculated by the Scion software (see materials and methods). 
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Figure 4.3 Integrin aS promoter activity in primary cultures of RPE ceUs and 
ARPE·19. 
The CAT activity obtained with plasmid -41 a5CA T b.MCS was so low that 
no box can be seen at the scale used in figures A, Band C. Sub-confluent 
(dashed boxes), confluent (black boxes) and post-confluent (white boxes) 
cultures of A) ARPE-19 ceUs (n = 9) and B) primary cultures of human RPE 
cells (n = 24 for sub-confluent cells, n = 30 for confluent cells and n = 9 for 
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post-confluent ceUs) were transiently transfected with recombinant 
plasmids bearing the CA T reporter gene fused to various promoter 
segments from the human 0.5 gene. Levels of CAT activity for the 
transfected cells were determined and normalized to the amount of hGH 
secreted into the culture media. Values are presented with standard 
deviation. C) Integrin 0.5 promoter activity in primary cultures of RPE and 
ARPE-19 ceUs cultured in the sa me growth medium. Figure C shows mean 
promoter strength (±SD) upon transfection of confluent cultures fram both 
the ARPE-19 cell Une (grey box, n = 3) and primary human RPE ceUs 
(dotted box, n = 30) grawn in the Keratinocyte-SFM medium and 
transiently transfected with recombinant plasmids bearing the CAT reporter 
gene fused to various pramoter segments fram the human 0.5 gene. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
CHAPITRE 5 
INTEGRIN SUBUNIT a4 EXPRESSION ON 
HUMAN RETINAL PIGMENT EPITHELIAL CELLS 
Manuscrit soumis à la revue 
Experimental Eye Research 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
Integrin subunit a4 expression on 
human retinal pigment epithelial caUs 
Stéphanie Proulx 1, Sylvain L. Guérin2 and Christian Salesse 1.* 
125 
1Unité de recherche en ophtalmologie, 2 Oncology and Molecular Endocrinology 
Research Center, Centre de recherche du CHUQ, Pavillon CHUL, Faculté de 
médecine, Université Laval Ste-Foy, Quebec, Canada 
*To whom correspondance should be adressed: Unité de Recherche en 
Ophtalmologie, Centre de Recherche du CHUQ, Pavillon CHUL, Salle S-5, 2705 
Boul. Laurier, Ste-Foy, Quebec, Canada, G1V 4G2, phone: (418) 656-4141 ext 
7243, fax: (418) 654-2131, e-mail: christian.salesse@crchul.ulaval.ca 
SHORT TITLE: Integrin a4 expression by human RPE 
KEYWORDS: human RPE, integrin a4, promoter, confluence 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
126 
5.1 RÉSUMÉ 
Les intégrines forment une famille de protéines transmembranaires qui 
médient des interactions cellules-cellules et cellules-matrice extracellulaire. La 
sous-unité a4 est surtout exprimée par les cellules du système immunitaire et 
son expression est peu abondante parmi les cellules non-hématopoïétiques. Peu 
de choses sont connues sur l'expression de la sous-unité a4 par les cellules de 
l'EPR. Nous avons voulu mieux caractériser son expression par ces cellules. 
Nous avons démontré l'expression de la sous-unité a4 sur !'EPR à l'aide de 
cryosections de rétines humaines. Les résultats d'immunofluorescence obtenus 
avec des cellules de l'EPR en culture ont démontré que la sous-unité a4 était 
aussi exprimée in vitro. Des analyses par RT-PCR semi-quantitatif et de 
transfections transitoires ont démontré que la transcription du gène a4 ainsi que 
l'activité du promoteur a4 diminuait légèrement entre les deux confluences 
testées. 
5.2 ABSTRACT 
Integrins are a family of transmembrane glycoproteins that mediate cell-cell 
and cell-extracellular matrix (ECM) interactions. The integrin a4 subunit is widely 
expressed on ceUs from the immune system and its expression on non-
haematopietic cells is scarce. Little ts known about its expression in the retinal 
pigment epithelium (RPE). This study was thus undertaken to characterize the 
expression of the a4 integrin subunit by human RPE ceUs. Retinal cryosections 
clearly showed that this integrin is expressed in situ by RPE ceUs. Moreover, 
immufluorescence analyses also demonstrated that the a4 subunit is expressed 
by these ceUs which is supported by the observation of its transcript by RT-PCR 
in sub-confluent and confluent primary cultures. Finally, transient transfections of 
seve rai recombinant constructs of the human a4 gene promoter showed that 
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expression of this protein is regulated in a manner similar to that observed in 
other tissues. 
5.3 INTEGRIN SUBUNIT a4 EXPRESSION ON HUMAN RETINAL PIGMENT 
EPITHELIAL CELLS 
Integrins are a family of transmembrane glycoproteins that mediate cell-cell 
and cell-extracellular matrix (ECM) interactions (Elner and Elner, 1996). They 
mediate many cellular processes, including adhesion, proliferation, migration and 
differentiation (Elner and Elner, 1996). Integrins are heterodimeric molecules, 
composed of an a subunit, which' confers the ECM ligand specificity, and a ~ 
subunit, which determines the broad class of the receptor (Elner and Elner, 
1996). The a4 subunit associates with the ~ 1 and the ~7 subunit (Aota and 
Yamada, 1995; Elner and Elner, 1996; Hemler et al., 1990; Wehrle-Haller and 
Imhof, 2003). Integrins a4~1 and a4~7 mediate adhesion to the immunoglobulin 
vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) as weil as to the alternatively 
spliced CS-1 reglon of the ECM protein fibronectin (FN) (Aota and Yamada, 
1995; Elner and Elner, 1996; Hemler et al., 1990; Wehrle-Haller and Imhof, 
2003), although a4~7 binds these two ligands with less affinities than a4~1 
(Chan et al., 1992). 
The integrin a4~1, also known as very late antigen-4 (VLA-4), mediates 
both cell-cell and cell-ECM interactions and consequently plays an important role 
in development and cell differentiation. In vivo, antibodies that block a4 and 
VCAM-1 inhibited the development of the sympathetic innervation of the he art 
(Wingerd et al., 2002). In the embryonic retina, integrin a4~1 is expressed by 
retinal ganglion cells and by undifferentiated retinal neuroblasts, where it is 
proposed to function as a mediator for neurite outgrowth on VCAM-1, FN and 
osteopondin (Hikita et al., 2003). In the mature human retina, a4 expression is 
present on ceUs from the outer nuclear layer, including rods and cones, on ceUs 
trom the inner nuclear layer, as weil as ganglion ceUs and on the retinal pigment 
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epithelial (RPE) ceUs (Brem et al., 1994). However, the a4 staining of human 
RPE cells observed by Brem et al. (1994) is difficult to assess. Indeed, the 
reddish coloration observed through the natural brown pigmentation of RPE cells 
in their immunohistochemical sections is as strong as the one observed for their 
negative control. In contrast, the a4 subunit has not been found on RPE ceUs 
when cultured in vitro (Hunt et al., 1994). Thus, aside trom the possible 
observation that the a4 subunit is present on RPE cells in situ, little is known 
about its expression in these cells. The aim of the present study was therefore to 
examine in more detai! both the expression and regulation of expression of the 
integrin a4 subunit on human RPE ceUs. 
Immunofluorescence analyses were performed using donor retinas isolated 
trom human eyes obtained from the National Eyebank Inc. (Québec, Qc, 
Canada) within 24h of death, in accordance with the tenets of the Declaration of 
Helsinki. Integrin a4 subunit was detected using both a rabbit polyclonal antibody 
directed against this integrin subunit (Chemicon, Temecula, CA) and the 
secondary antibody Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR). 
Crysections were subjected to sequential excitation with the 488 nm line (green) 
and the 568 nm li ne (red) of the krypton/argon laser in order to distinguish 
residual autofluorescence of lipofuscin (orange/yellow) trom the a4-specific 
immunoreactivity (green), as recently described (Proulx, Guérin and Salesse, 
2003). As revealed in Figure 5.1 A, expression of a4 was readily detected in situ 
in the RPE monolayer, with a more intense staining on the apical surface of the 
ceUs. A positive staining for this integrin subunit was also observed in the 
choroids. The negative control performed using normal rabbit serum showed very 
weak fluorescence (Figure 5.1 B). 
Immunofluorescence was also performed on cultured RPE ceUs grown on 
glass coverslips. Primary cultures of RPE cetls were established from human 
eyes. CeUs were maintained in Keratinocyte-SFM medium (Canadian Life 
Technologies, Burlington, Ontario, Canada) supplemented with 5% bovine calf 
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serum (Hyclone, Logan, Utah, USA) and various vitamins and proteins, as 
described (Proulx et al., 2003). A monoclonal antibody directed against the a4 
integrin subunit (mou se anti-human integrin a,4, clone HP2I1 , Cedarlane, Homby, 
ON, Canada) was used to identify the presence of this integrin on RPE ceUs in 
vitro. A weak a,4 signal was detected on subconfluent RPE ceUs, with a more 
intense staining at the cell edges (Figure 5.1 Cl. CeUs that reached confluency 
had a stronger a,4 staining at cell-cell contacts (Figure 5.10). We therefore 
conclude that the a4 integrin subunit accumulates at the cell membrane of RPE 
ceUs as they become confluent in vitro. The a4B1 integrin has been reported to 
bind to itself (Altevogt et al., 1995; Qian, Vaux and Weissman, 1994). Therefore, 
the increase in cell-cell contacts which are typical of confluent cultures may 
facilitate detection of this integrin by promoting its clustering at the cell edges and 
therefore explain the high fluorescent staining at this particular location in 
confluent cel/s. RPE ceUs are known to secrete extracellular matrix in vitro, 
including FN (Campochiaro, Jerdan and Glaser, 1986; Yamakawa et al., 1987). 
The production of FN by RPE ceUs in confluent cultures may also influence both 
the expression of a,4 and its location at the cell surface. Indeed, expression of the 
FN binding integrin subunit a,5 gene was found to be dramatically increased 
through a MAPK-dependent pathway when primary cultured rabbit comeal 
epithelial ceUs are grown in the presence of FN (Larouche et al., 2000). Most of 
ail, expression of the a4 integrin subunit was also recently reported to be 
similarly affected by FN although through a signalization process other than the 
MAPK pathway (Zaniolo et al., 2003). As RPE ceUs are known to secrete FN in 
vitro (Campochiaro et al., 1986; Yamakawa et al., 1987), it is expected that 
expression of the a,4 gene will also be positively influenced by this ECM ligand as 
weil. 
ln order to evaluate the amount of a,4 mRNA transcript present at different 
cell densities, total RNA trom cultured RPE cells was isolated and semi-
quantitative RT-PCR was performed as described (Proulx et al., 2003). When 
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normalized to the amount of transcripts encoded by the ribosomal 18S gene, a 
smalt decrease in band intensity between sub-confluent and confluent RPE ceUs 
was observed (Figure 5.2A). Given thaï the levels of integrin a4 subunit mRNA 
was influenced by cell confluence, we next determined whether the 
transcriptional activity normally driven by the a4 gene promoter is also similarly 
regulated upon transient transfection of a4 promoter/CAT recombinant constructs 
into both sub-confluent and confluent RPE ceUs. The plasmids selected for these 
assays contained the CAT reporter gene fused to different lengths from the 
human a4 gene promoter that extend to various 5' positions relative to the a4 
mRNA start site (-1000a4CAT, -200a4CAT , -120 a4CAT, -76a4CAT, -41a4CAT 
(recombinant plasmids were obtained trom Dr. Glenn D. Rosen; Division of 
Pulmonary and Critical Care, Department of Medicine, Stanford University 
Medical Center, Stanford, California 94304, USA). Cells were transiently 
transfected using the calcium phosphate precipitation method as described 
(Proulx et aL, 2003). 
As shown on figure 5.28, no significant differences in promoter activity was 
observed between sub-confluent and confluent cells. Figure 5.28 also shows that 
basal promoter activity was obtained with plasmid -41a4CAT. Extending the a4 
promoter up to position -76 resulted in a 4.1-fold and a 4.5-fold increase in 
promoter activity for sub-confluent and confluent RPE cultures, respectively, 
suggesting the presence of positive regulatory elements located within the -41 to 
-76 promoter segment. Extending further 5' the a4 promoter resulted in a 
progressive reduction of a4 promoter activity to reach levels 18 and 13-times 
lower with plasmid -1000a4CAT relative to the activity directed by the -76a4CAT 
construct for sub-confluent and confluent cells, respectively. 
Similar results were also reported in other ceUs types (Audet et aL, 1994; 
Postigo et aL, 1997; Rosen et aL, 1994). One particularly important regulatory 
reglon along the a4 promoter is located between positions -42 and -76. Indeed, 
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potential binding sites for the Ets family of transcription factors have been 
identified in this region (Rosen et aL, 1994). Besides, the binding of five distinct 
nuclear regulatory proteins trom rabbit corneal epithelial ceUs to a short segment 
trom the -41/-76 area, designated as the a4.1 element, has been reported to be 
of importance for basal a4 promoter activity in these cells (Larouche et aL, 1996). 
One out of these five proteins, namely Bp5, was recently recognized as the 
transcription factor Pax-6 (Zaniolo et aL, 2003), a member of the paired domain 
tamily of transcription factors whose expression was found to be required for 
proper vertebrate eye development, maintenance and healing (Macdonald and 
Wilson, 1996). As Pax-6 has been reported to be required, along with Pax-2, in 
the differentiation process of RPE cells likely through their regulatory action on 
the expression of the transcription factor Mitf (Baumer et aL, 2003), it would 
prove interesting to investigate whether expression of a4 in primary cultured RPE 
cens can be accounted for by abnormally elevated levels of Pax-6 in these cells. 
Given that the expression of the a4 integrin subunit is scarce in non-
haematopoietic cells and that it binds an alternatively spliced segment of FN that 
is normally expressed only during wound healing (Ffrench-Constant, 1995; 
Ffrench-Constant and Hynes, 1989; Ffrench-Constant et al., 1989), its 
expression by RPE ceUs is intriguing and shall deserve more studies. 
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5.6 FIGURES 
FIGURE 5.1: Immunofh.uorescence analysis of the 0.4 integrln sutnmit on 
cryosectlons of a human retina (A,B) and on cultured human 
RPE ceUs (C,D). A) Specific immunoreactivity appears green 
and lipofuscin autofluorescence appears as orange/yellow. 
Integrin a4 subunit is detected diffusely throughout the cell 
surface, and more intense staining is found at the apical surface 
of the RPE monolayer (arrows). The neural retina peeled off 
during cryosection processing. B) Negative control using normal 
rabbit serum. C) Sub-confluent ceUs are positively labeled for a4 
at cell borders (arrowhead), D) A more intense staining is 
observed al cell-cell contacts of confluent ceUs. Scale bar 
represents 20 /lm. 
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FIGURE 5.2: Expression of a.4 transcripts and a4 promoter activity in 
cultured human RPE cells. A) Integrin a4 RT-PCR amplification 
products were obtained from sub-confluent (SC) and confluent 
(C) cultures and normalized to the 18S PCR product for semi 
quantitative evaluation. The DNA sequence of the primers used 
for the amplification of the human 04 transcript were: forward 
primer: 5'-TGGCGTGGT-ACAACTIGACTG-3', reverse primer: 
5'-CATGCGCAACATTICATCCT-3' (772 bp PCR product) and 
cycle parameters were 94°C for 30 sec, 55°C for 30 sec and 
72°C for 30 sec. The 18S primers (Ambion, Austin, Texas) gave 
a PCR product of 489 bp. 8) Sub-confluent (white box) and 
confluent (black box) cell cultures (n= 6) were transiently 
transfected with recombinant plasmids bearing the CA T reporter 
gene fused to various promoter segments from the human a4 
gene. Levels of CAT activity for the transfected ceUs were 
determined and normalized to the amount of hGH secreted into 
the culture media. Values are presented with standard deviation. 
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6.1 CHAPITRE 2 : INFLUENCE DU PASSAGE ET DE LA 
CRYOPRÉSERVATION SUR L'EXPRESSION DE l'INTÉGRINE aS 
PAR lES CELLULES DE L'EPR 
6.1.1 Récapitulation des résultats et discussion 
Cette série d'expériences a mis en évidenœ l'importance de travailler avec 
constance lorsqu'on utilise des cultures de cellules non-transformées provenant 
de tissus sains. Nous avons démontré que la forœ du promoteur a5 chutait de 
façon importante suite aux passages de cultures d'EPR (Figure 2.1). Il semble 
donc que plus les cellules de l'EPR subissent de divisions œllulaires, moins te 
promoteur a5 est actif. Ceci démontre aussi que lorsqu'on veut conclure sur la 
régulation d'un quelconque gène étudié chez les cultures primaires, il importe 
de toujours utiliser les œllules qui sont non seulement cultivées au même 
passage, mais aussi qui ont été ensemencées à la même densité cellulaire et 
de les laisser proliférer pour la même période entre les passages, et ce, afin de 
travailler avec des œllules qui ont subi un nombre similaire de divisions 
cellulaires. 
On sait déjà que les cellules provenant de cultures primaires subissent un 
nombre limité de divisions cellulaires avant d'atteindre la sénescence in vitro. Il 
a préalablement été démontré que les cellules de ,'EPR bovin deviennent 
sénescentes suite à 26 divisions cellulaires (224) alors que les cellules de l'EPR 
humain deviennent sénescentes suite à 15 divisions cellulaires (225). 
Normalement, les œllules de ,'EPR se divisent uniquement afin de remplaœr 
une cellule voisine morte au cours du processus normal de vieillissement (226). 
Forcer la prolifération des cellules en culture se compare donc à accélérer leur 
«vieillissement ». Afin d'étudier la régulation d'un gène dans des conditions se 
rapprochant le plus de la réalité, il est donc important d'utiliser des cellules qui 
ont subi peu de divisions cellulaires. Pour la suite de nos travaux, nous avons 
ainsi toujours utilisé des cellules au passage 2 ensemencées à des densités 
cellulaires précises et à des temps d'adhérence fixes. 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
140 
lors des premiers essais de transfections transitoires, nous avions utilisé 
des cellules «fraîches» (non-cryopréservées) et des cellules cryopréservées. 
Nous avions remarqué que l'activité du promoteur a5 des cellules 
cryopréservées était beaucoup plus faible que celle des cellules fraîches. Nous 
avons donc étudié plus en détail l'effet de la cryopréservation sur l'activité du 
promoteur a5. En transfectant des cellules du même donneur, au même 
passage, dont une partie des cellules avait été utilisée immédiatement 
(fraîches) et l'autre partie cryopréservée dans l'azote liquide pour une période 
de 20 semaines avant la décongélation, nous avons démontré que la 
cryopréservation se traduisait par une diminution d'environ 70% dans "activité 
du promoteur a5 (Figure 2.2A et B). 
Sachant que certains milieux de cryopréservation peuvent s'avérer plus 
efficaces pour la congélation de différents types de cellules, nous avons 
comparé l'activité du promoteur a5 de cellules cryopréservées dans 2 autres 
milieux de cryopréservation, appelés cryosolutions 2 et 3. Ces deux autres 
cryosolutions n'ont pas empêché davantage que la cryosolution initiale (appelée 
cryosoJution 1) la diminution de l'activité du promoteur a5 suite à la 
cryopréservation (Figure 2.2C). Nous avons aussi immunoprécipité la sous-
unité a5 des cellules avant et après leur cryopréservation dans le but d'estimer 
les quantités de protéines qui se retrouvaient à la surface des cellules de l'EPR. 
En accord avec les résultats des transfections transitoires, nous avons observé 
que la quantité de protéine diminuait aussi suite à la cryopréservation, et ce, 
peu importe le milieu de cryopréservation utilisé (Figure 2.3). Afin d'obtenir des 
résultats cohérents sur l'activité du promoteur a5 des cellules de j'EPR, nous 
avons donc pris la décision de ne plus utiliser de cellules cryopréservées. 
Une étude a démontré que la cryopréservation menait à une induction 
prématurée de la sénescence sur une lignée cellulaire d'EPR appelée RPE340 
(227). Il semble donc que la sénescence apparalt non seulement suite à la 
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prolifération mais aussi suite à la cryopréservation. Nos résultats sont en accord 
avec cette étude puisque, dans les deux cas, une diminution de l'activité du 
promoteur a5 est observée. Cette régulation génique négative à l'approche de 
la sénescence n'affecte pas tous les gènes. En effet, une augmentation de 
l'ARNm de ,'IGFBP-2 (<< insulin growth factor binding protein-2) et une 
diminution de l'ARNm du collagène 1 a2, du bFGF (<< basic fibroblast growth 
factor») et de FGF-5 (<< fibroblast growth factor-5 )}) a été observée chez les 
cellules sénescentes de l'EPR (228). 
6.1.2 Perspectives de recherche 
Puisqu'un grand nombre de cellules est nécessaire à la réalisation de nos 
études, on ne peut évidemment pas empêcher la prolifération des cellules in 
vitro (donc l'augmentation du nombre de divisions cellulaires) et les 
changements dans l'activité des gènes qui s'ensuit. Par contre, améliorer le 
milieu de culture et le milieu de cryopréservation pourrait minimiser les 
diminutions dans l'activité du promoteur a5 observées suite à l'augmentation du 
nombre de divisions cellulaires et à la cryopréservation. Par exemple, Valtink et 
al. (229) ont mis au point un milieu de culture amélioré pour la culture des 
cellules de l'EPR humain. Ce milieu est constitué du milieu de culture de base 
F99 additionné de 15% de milieu conditionné par la choroïde, 10% de sérum de 
veau fœtal, 1 mM de pyruvate de sodium, 1 J.1g/ml d'insuline et des antibiotiques 
(229). Pour obtenir le milieu conditionné par la choroïde, les auteurs ont incubé 
la choroïde (recueillie suite à la dissection) pendant 4 jours avec du milieu de 
culture F99 additionné de 1 % de sérum de veau fœtal. Durant cette période, les 
cellules de la choroïde sécréteraient des facteurs de croissance et des 
protéines qui favoriseraient une meilleure croissance des cellules de ,'EPR en 
culture (230). Maintenues dans ce milieu, les cellules de l'EPR semblent 
conserver leurs caractéristiques de cellules différenciées in vitro suite à leur 
mise en culture et à leur cryopréservation. On pourrait alors ré-évaluer 
l'expression de la sous-unité a5 suite à des changements dans la composition 
du milieu de culture et trouver un milieu plus approprié pour la culture de 
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cellules de l'EPR. Des changements pourraient également être apportés au 
milieu de cryopréservation afin de diminuer l'impact du gel/dégel sur les cellules 
de l'EPR et possiblement empêcher la diminution de l'expression de la sous-
unité a5. Des études supplémentaires seraient donc nécessaires afin 
d'améliorer les milieux de congélation. 
6.1.3 Rapport de l'intensité des bandes 
Sur la figure 2.3, on note que la bande a5 est plus faible que la bande Ji 1. Ces 
résultats contrastent avec ceux obtenus aux figures 3.3 et 4.2, où "on observe 
que la bande a5 est plus forte que la bande Ji 1. Cette différence en intensité 
des bandes s'explique par les différentes conditions expérimentales. En effet, 
au chapitre 2, lors de l'électrophorèse, les protéines ont été mises dans un 
tampon Laemmli ne contenant pas de mercaptoéthanol, alors qu'aux chapitres 
3 et 4, les protéines étaient dans un tampon Laemmli contenant 5% de 
mercaptoéthanol. On s'explique mat pourquoi la présence de mercaptoéthanol 
affecte tant le rapport de l'intensité des bandes a5/p 1. Par contre, il semble que 
ce soit bel et bien la présenœ ou l'absence de mercaptoéthanol qui en soit la 
cause. L'expérience de la figure 6.1 a été effectuée avec les mêmes 
échantillons en même temps. La seule différence est que ceux-ci ont été 
incubés dans un tampon Laemmli non-réducteur (sans mercaptoéthanol) (figure 
6.1A) ou réducteur (avec 5% de mercaptoéthanoJ) (figure 6.18). Cette figure 
démontre bien qu'en absence de mercaptoéthanol la bande a5 est moins 
intense que la bande Pi, alors qu'en présence de mercaptoéthanolla bande a5 
est plus intense que la bande pi. Une hypothèse serait que la présence de 
mercaptoéthanol dans le tampon engendrerait des changements 
conformationnels (notamment le bris d'un pont dissulfure sur la sous-unité a) 
qui rendrait les bioîines plus accessibles et qui augmenterait donc ,'intensité de 
ta bande a.5. 
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A 
Figure 6.1 : Immunoprécipitation de l'intégrine aSl31. Des cellules de !'EPR 
ont été immunoprécipitées avant congélation (frais) et suite à 20 
semaines de congélation dans 3 milieux de cryopréservation 
différents (cryomedium 1, 2 et 3). Pour l'électrophorèse, les 
protéines immunoprécipitées ont été incubées dans un tampon 
Laemmli A) non-réducteur (sans mercaptoéthanol). B) réducteur 
(avec 5% de mercaptoéthanol). 
6.2 CHAPITRES 3 ET 4 : EXPRESSION DE LA SOUS-UNITÉ aS PAR LES 
CELLULES DE L'EPR 
6.2.1 Récapitulation des résultats et discussion 
L'objectif des travaux présentés consistait à comparer l'expression 
(protéique et génique) de la sous-unité a5 par les cellules de ,'EPR dé-
différenciées et proliférantes avec l'expression de la sous-unité a5 des cellules 
quiescentes ayant amorcée leur différenciation in vitro. Nous avons aussi 
comparé les résultats obtenus à J'aide de cellules en culture primaire avec ceux 
obtenus avec les cellules de la lignée ARPE-19. 
6.2.1.1 Évaluation de la quiescence des cellules en culture 
Une technique utilisée afin d'analyser la prolifération cellulaire consiste à 
mesurer la synthèse d'ADN (231). Le bromo-déoxy-uridine (BrdU) est un 
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analogue de la thymidine qui s'incorpore dans l'ADN lorsque la cellule est dans 
la phase de synthèse d'ADN (phase S du cycle cellulaire). la détection du BrdU 
est donc un moyen couramment utilisé pour évaluer si la cellule est en phase 
active de prolifération (231). Au contraire, si le BrdU n'est pas détecté, cela 
signifie que la cellule s'est retirée du cycle cellulaire (phase Go), un état aussi 
appelé quiescence (231). Lorsque les cellules de !'EPR sont confJuentes depuis 
2 jours, elles incorporent encore le BrdU dans leur noyau, ce qui signifie que les 
cellules à ce stade sont encore prolifique (Figure 3.2A). Lorsque les cellules 
sont confluentes depuis deux semaines, peu de cellules incorporent le BrdU 
dans leur noyau (Figure 3.28). Ces résultats indiquent que la majorité des 
cellules à ce stade ont atteint la quiescence cellulaire. 
6.2.1.2 Expression protéique de la sous-unité a5 
La présence de l'intégrine a5131 dans l'EPR de rétines normales était 
controversée. Il existe en effet deux études qui soulignent l'absence de la sous-
unité a5 (149,212) et une autre qui note sa présence chez l'EPR in situ (213). 
Nous avons donc tout d'abord évalué la présence de cette sous-unité en 
utilisant des coupes de rétines normales. Nous avons démontré que la sous-
unité a5 était normalement exprimée à la surface des cellules de l'EPR 
différenciées, et que son expression était baso-Iatérale (Figure 3.1). Ces 
résultats sont en accord avec ceux de Anderson et al. (213). 
En accord avec la littérature (62,146,214-220), nous avons aussi observé, par 
immunofluorescence, que la sous-unité a5 était présente sur les cellules de 
,'EPR in vitro en culture primaire et ce, sur des cellules proliférantes et des 
cellules quiescentes (Figure 4.1). Les résultats sont similaires pour la lignée 
ARPE-19 (Figure 4.1). Les cellules non-confluentes démontrent un marquage 
hétérogène, en agglomérat à la surface cellulaire, ainsi qu'un marquage à la 
bordure de la membrane cellulaire, alors que le marquage pour les cellules 
confluentes se retrouve au pourtour des cellules. 
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La microscopie confocale permet d'observer la fluorescence à différents 
niveaux de profondeur dans la cenule (axe z). Ainsi, en balayant l'échantillon de 
la base de la lamelle (face basale) jusqu'à la surface supérieure de la cellule 
(face apicale), nous avons observé que le marquage de la sous-unité a5 sur les 
cellules de l'EPR in vitro était aussi baso-Iatéral pour les cellules confluentes 
(Figure 6.1) et post-confluentes. En effet, sur la face basale, on retrouve un 
marquage diffus sur toute la surface cellulaire, ainsi qu'un marquage plus 
intense au bord des cellules. Le marquage est aussi observé au bord des 
cellules, démontrant une expression latérale de la sous-unité a5. Presqu'aucun 





Figure 6.2: Détection par immunofluorescence de la sous-unité aS des 
cellules de l'EPR confluentes par Microscopie confocale. A) 
schématisation des différentes coupes observées. B) Détection 
de la sous-unité a5 1) au niveau basal, 2) au centre, 3) au niveau 
apical. Barre = 10J.lm. 
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La technique de marquage par immunofluorescence est qualitative et ne permet 
pas de conclure quant à la quantité de protéine se retrouvant sur les cellules. 
Par immunoprécipitation, nous avons démontré que la quantité d'intégrine a5j31 
diminuait lorsque les cellules devenaient quiescentes, autant pour les cultures 
primaires (Figure 3.3) que pour la lignée ARPE-19 (Figure 4.2A). Ces résultats 
sont les premiers qui démontrent que la quantité de protéine a5j31 varie lorsque 
les cellules de j'EPR deviennent quiescentes. 
6.2.1.3 Expression du gène aS 
Nous avons aussi démontré que la diminution dans la quantité de protéine 
à la surface des cellules suite à la quiescence cellulaire était la conséquence 
d'une diminution du niveau de transcrit a5. et ce, autant pour des cellules 
provenant de cultures primaires (Figure 3.4) que de la lignée ARPE-19 (Figure 
4.28). Finalement, nous avons démontré que cette diminution du transcrit a5 
suite à la quiescence était aussi observée au niveau de ('activité du promoteur 
a5 (Figures 3.5 et 4.38 pour les cultures primaires et Figure 4.3A pour ARPE-
19). Ces résultats sont les premiers qui démontrent que la quiescence affecte le 
niveau de transcription et l'activité du promoteur a5 chez les cellules de !'EPR. 
6.2.1.4 Régulation du promoteur aS des cultures primaires des cellules de 
l'EPR 
Les premiers plasmides utilisés pour "étude de l'activité du promoteur a5 
des cellules de ,'EPR avaient été obtenus du Dr. Birkeinmeier (Washington 
University School of Medicine, St Louis, MO). Les résultats des transfections 
transitoires réalisées avec les plasmides recombinants a5/CAT sont présentés 
à la figure 6.2A. Ils montrent une augmentation successive de l'activité du 
promoteur entre -41 et -178 pb, puis une diminution de l'activité du promoteur 
entre -178 et -954 pb. Ces résultats sont également été observés avec d'autres 
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lignées cellulaires, notamment chez les cellules de l'épithélium cornéen non~ 
confluent (222) et les cellules de fibrosarcome (197). 
;.ID 40 t,{j ,s0100 
activité du promoteur (%CA n activité du prornoteur (%CAT) 
Figure 6.3: Activité du promoteur aS des cellules de l'EPR cont1uentes. 
les cellules ont été transfectées en utilisant A) les plasmides 
contenant le site de multiclonage, B) les plasmides ~MCS. 
Lors de la construction des plasmides, l'équipe du Dr. Birkenmeier a 
inséré les différents segments du promoteur a5 dans le site de multiclonage 
(<< multicJoning site}) ou MCS) du vecteur d'expression pBluescript™ en amont 
du gène rapporteur chloramphenicol acétyl transférase. Des travaux réalisés 
par l'équipe du Dr. Guérin ont permi de démontrer que le MCS de pBluescript™ 
avait le potentiel de lier des protéines nucléaires. Il fallait donc vérifier si cette 
région n'interférait pas avec l'activité du promoteur a5. L'étude qui s'en suivit 
(232) démontre qu'effectivement la présence du MCS altère dramatiquement 
l'activité du promoteur de la sous-unité a5 d'une façon totalement imprévisible. 
Cette altération dépend de la distance entre le MCS et le site d'initiation de la 
transcription du promoteur basal et conduit à une interprétation erronée des 
données de transfection. 
Nous avons donc préféré répéter les transfections transitoires avec de 
nouveaux plasmides dénudés du site de multicJonage, appelés AMeS, dont un 
résultat est illustré en exemple à la figure 6.28. lorsqu'on compare les résultats 
Reproduced with permission of the copyright owner.  Further reproduction prohibited without permission.
148 
des transfections transitoires réalisées en utilisant les plasmides comprenant le 
site de multiclonage et les plasmides AMCS, on observe que chez ,'EPR, la 
présence du MCS altère dramatiquement l'activité du promoteur de la sous-
unité aS. 
Les plasmides AMCS ont donc été utilisés afin de réaliser les transfections 
transitoires présentés dans les manuscrits du chapitre 3 et 4. Pour les cultures 
primaires (Figures 3.5 et 4.38), les résultats de transfections transitoires avec 
ces nouveaux plasmides ont démontré qu'il n'y avait pas d'activité du promoteur 
0.5 pour le plasmide -41a5CAT AMCS. En allongeant le plasmide jusqu'à la 
position -92 pb, nous avons obtenu une forte augmentation en activité du 
promoteur, soit des augmentations de 232,255 et 51 fois pour, respectivement, 
les cellules non-confluentes, confluentes et post-confluentes. Lorsque le 
plasmide -92a5CATAMCS est allongé jusqu'à la position -132 puis -178, nous 
obtenons une diminution de ,'activité du promoteur, soit des diminutions de 3, 3 
et 7 fois entre -92 et ·178 pb pour les cellules non-confluentes, confluentes et 
post-confluentes, respectivement. Il n'y a pas de changement significatif lorsque 
le plasmide -178a5CATAMCS est allongé jusqu'à la position -954 pb. Ces 
résultats suggèrent qu'un ou plusieurs élément(s) de régulation positive se 
situent entre les positions -41 et -92 pb et qu'un ou des élément(s) de régulation 
négative se situent entre les positions -92 et -178 pb. 
6.2.1.5 Régulation de l'activité du promoteur 0.5 des cellules de la lignée 
ARPE-19 et comparaison avec les résultais obtenus avec les 
cultures primaires. 
Les résultats des transfections transitoires avec la lignée ARPE-19 ont 
démontré plusieurs différences dans la régulation du promoteur a5 induites 
dans cette lignée par opposition aux cultures primaires (Figure 4.3). La première 
différence majeure concerne la force du promoteur 0.5. En effet, l'activité du 
promoteur 0.5 est beaucoup plus importante avec la lignée ARPE-19. Par 
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exemple, le plasmide -178a5CAT AMCS démontre une activité promotrice dans 
les cellules ARPE-19 plus de 10 fois supérieure à celle obtenue dans les 
cellules en culture primaire à ta même confluence. 
On retrouve aussi des différences dans l'activité des différentes régions 
régulatrices du promoteur 0.5 (Figure 4.3). Tout comme les cultures primaires, 
les cellules de la lignée ARPE-19 ne démontrent pas une activité promotrice 0.5 
significative pour le plasmide -41a5CAT AMCS. Par contre, contrairement aux 
cultures primaires, on ne retrouve pas de régulation négative entre les posîtions 
-92 et -178 pb. Il existe cependant chez les cellules de la lignée ARPE-19 une 
région de régulation négative située entre -178 et -954 pb qui n'est pas 
présente dans les cultures primaires. II semble donc que pour les cellules de la 
lignée ARPE-19, il existe des facteurs de transcription de régulation négatifs 
entre les positions -178 et -954 pb qui ne sont apparemment pas fonctionnels 
dans les cultures primaires. 
Les cultures primaires d'EPR sont maintenues dans du milieu 
Kératinocyte-SFM additionné de 5% de sérum bovin et plusieurs vitamines et 
protéines, alors que les cellules de la lignée ARPE-19 sont cultivées dans du 
milieu DMEM/F12 additionné de 10% de sérum de veau fœtal. Nous nous 
sommes demandé si ces différences fonctionnelles observées pour le 
promoteur 0.5 n'étaient pas dues aux différents milieux de culture utilisés. Nous 
avons alors réalisé des transfections transitoires avec des cellules confluentes 
de la lignée ARPE-19 mais cette fois maintenues dans le même milieu de 
culture que celui utilisé pour les cultures primaires (Figure 4.3C). Lorsqu'on 
compare les résultats des cultures primaires et des cellules de la lignée ARPE-
19 cultivées dans le même milieu de culture, on remarque que l'activité du 
promoteur 0.5 est similaire pour les plasmides -41a5CATAMCS, 
-92a5CAT AMCS et -132a5CAT AMCS. Par contre. le promoteur est toujours 
beaucoup plus puissant pour les plasmides -178a5CA T AMCS et 
-954a5CAT AMeS, soit une augmentation de 11 et 3.5 fois dans l'activité du 
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promoteur 0;5 pour, respectivement, les cellules de la lignée ARPE-19 
comparativement aux cellules provenant de cultures primaires. De plus, chez 
les cultures primaires, on observe une diminution de l'activité de ('ordre de 50% 
lorsque le promoteur 0;5 est allongé de la position -132 à la position -178 pb, 
réduction qui demeure ensuite stable entre les positions -178 et -954. Toutefois, 
chez les cellules ARPE-19, on note une forte augmentation (4 fois) entre les 
positions -132 et -178 suivie d'une diminution de 2.4 fois entre les positions -
178 et -954. Il semble donc que les différences notées à la figure 4.3 ne soient 
pas uniquement dues à l'effet du milieu de culture. Ces résultats démontrent 
donc qu'il existe des différences fondamentales dans la régulation du gène 0;5 
entre les cellules provenant de cultures primaires et celles de la lignée ARPE-
19. En considérant ces différences dans la régulation du promoteur 0;5, nous 
avons pris la décision de ne pas utiliser la lignée ARPE-19 pour la poursuite de 
nos travaux. 
Les transfections transitoires effectuées en utilisant les mêmes cellules 
cultivées dans deux milieux de culture différents ont permis d'observer les effets 
du milieu de culture sur la régulation du promoteur 0;5. la figure 6.3 compare 
les résultats des transfections transitoires des cellules ARPE-19 confluentes 
cultivées dans du DMEM/F12 (Figure 4.3A) et dans du Kératinocyte-SFM 
(Figure 4.3C). 
l'analyse de ces résultats démontre que l'activité du promoteur a5 du 
plasmide -920;5CAT AMCS est diminuée de 61 % et celle du plasmide 
-132 a5CATAMCS est diminuée de 72% lorsque les cellules de la lignée ARPE-
19 sont cultivées dans du Kératinocyte-SFM. Par contre, les plasmides 
-41a5CATAMCS, -178 a5CATAMCS et -954a5CATAMCS ont une activité 
promotrice similaire peu importe le milieu de culture utilisé. Il semble donc que 
le milieu de culture influence l'activité du promoteur a5. 




~ 132a5CAT âMCS 
-178a5CAT AMes 
-954<x5CATAMCS 
il 5{lOOO 1000001 !iC'OOi) 200000 25OO1'Xl 
force du promoteur (CATfhGH) 
Figure 6.4: Transfections transitoires effectuées sur les cellules de la 
lignée ARPE-19 confluentes cultivées dans du milieu 
DMEMlF12 (noir) et du milieu Kératinocyte-SFM (gris). 
Comme expliqué à la section 1.8.4, le promoteur a5 contient plusieurs 
sites de liaison pour des protéines nucléaires telles AP-1, Ets, Spi et CIEBP 
(143,197,221). le sérum et les facteurs de croissances sont des activateurs du 
facteur de transcription AP-1 (233-236). le sérum stimule aussi le promoteur 
des facteurs de transcription à domaines Ets (237). Il est donc possible que les 
différents sérums utilisés soient en partie responsables des différences notées 
dans l'activité promotrice entre les deux milieux de culture. Des études 
supplémentaires sont par contre nécessaires afin de déterminer "effet du milieu 
de culture ou du sérum sur ,'activité du promoteur a5. 
6.2.2 Perspectives de recherche 
6.2.2.1 Régulation de l'activité du promoteur aS 
Étant donné que la sous-unité aS puisse être impliquée dans le 
comportement aberrant des cellules de j'EPR retrouvé dans les décollements 
de la rétine, il apparaît important d'étudier plus en détail les éléments 
régulateurs du promoteur aS. les transfections réalisées avec le plasmide 
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-92a5CAT AMCS génèrent une forte activité promotrice. Ce segment doit donc 
contenir des éléments de régulation positive qu'il serait important d'identifier 
dans la région située entre les positions -41 et -92 pb du promoteur de 
l'intégrine 0.5. Comme précédemment décrit à la section 1.8.4, plusieurs 
facteurs de transcription sont connus pour lier cette région, tels Spi, AP-1, et 
C/EBP (221,222). Des études préliminaires en analyse de rétention de gel, 
effectuées par l'équipe du Dr Guérin, ont démontré que les facteurs de 
transcription Spi et Api étaient présents dans les cellules de ,'EPR et que leur 
expression (ou affinité pour la sonde) diminuait lorsque ces cellules devenaient 
quiescentes (238). Il serait donc intéressant de vérifier si ces facteurs de 
transcription lient aussi le promoteur 0.5 chez les cellules de l'EPR et si la 
quiescence cellulaire affecte le niveau des facteurs de transcription qui se lient 
au promoteur. 
6.2.2.2 Influence du vitré 
Lors de la vitréorétinopathie proliférante, les cellules de l'EPR entrent en 
contact avec le vitré. Lorsqu'on met des cellules de l'EPR en culture en 
présence de vitré, les cellules se détachent du Pétri, changent de morphologie 
(elles prennent la forme de fibroblastes), migrent et prolifèrent dans le vitré 
(239-242), soit un comportement similaire à celui retrouvé lors de la 
vitréorétinopathie proliférante (136). De plus, il a été démontré que lorsque les 
cellules de ,'EPR étaient mises en contact avec du vitré en culture, il y a 
augmentation de l'expression de la protéine 0.5 à la surface des cellules de 
l'EPR (217). Cette étude démontre aussi que lorsque la sous-unité 0.5 est 
surexprimée à la surface des cellules de l'EPR, celles-ci changent de 
morphologie pour prendre l'aspect de fibroblastes. Ces résultats suggèrent 
donc qu'une augmentation de l'expression de l'intégnne a5t31 suite au contact 
du vitré pourrait être responsable de la dé-différenciation des cellules de ,'EPR 
lors de la vitréorétinopathie proliférante. 
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Une avenue de recherche intéressante consisterait donc à évaluer 
l'influence du vitré sur l'activité du promoteur a5. Des études préliminaires, 
réalisées par les étudiantes Marie-Ève Gingras et Anne Rufiange de l'équipe du 
Dr Guérin, sont d'ailleurs en cours sur ce sujet. Des transfeclions transitoires 
ont été réalisées à l'aide du plasmide -954a5CAT AMCS, sur des cellules non-
confluentes, en présence et en absence de vitré (Figure 6.4) (238). les 
résultats démontrent que la présence du vitré augmente l'activité du promoteur 
a5. Une activité maximale a été obtenue avec une concentration de 8% de vitré 
dans le milieu de culture. 
activité CAT (%) 








Figure 6.5: Effet du vitré sur l'activité du promoteur a5. Des cellules de 
l'EPR non-confluentes ont été transfectées à l'aide du plasmide -
954a5CATAMCS en absence (C, contrôle) ou en présence de 
différentes concentrations de vitré. 
la prochaine étape consistera à réaliser une série de transfeclions 
transitoires à cette concentration de vitré à l'aide de tous les plasmides 
a5AMCS. Ces résultats nous permettront d'identifier les régions du promoteur 
a5 nécessaires à la transmission de l'influence positive du vitré. Il serait aussi 
intéressant d'évaluer les niveaux des facteurs de transcription qui lient les 
régions du promoteur a5 selon que les cultures sont exposées ou non au vitré. 
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Il faudra ensuite déterminer quels facteurs de transcription sont impliqués dans 
ce processus et quel composé du vitré exerce cette influence sur l'activité du 
promoteur a5. 
6.2.2.3 Influence de la fibronectine 
Comme précédemment expliqué à la section 1.6, il a été démontré que la 
fibronectine était fortement exprimée dans les membranes épirétiniennes (137-
140). Il serait donc intéressant d'évaluer l'effet de la fibronectine sur 
l'expression de l'intégrine a5J31. Larouche et al. (143) ont démontré une forte 
stimulation de l'activité du promoteur a5 dans des cellules épithéliales de 
cornée cultivées en présence de fibronectine. Ifs ont aussi identifié une 
séquence située entre les positions -61 et -77 pb du promoteur a5 qui assure la 
médiation de la réponse à la fibronectine, et ont démontré que le facteur de 
transcription positif Spi liait cette séquence. Des études similaires pourraient 
être effectuées avec les cellules de ,'EPR afin d'évaluer l'influence de la 
fibronectine sur l'activité du promoteur a5. Il serait aussi intéressant d'évaluer 
l'effet de la fibronectine sur l'expression de la protéine a5 et sur la migration et 
la prolifération des cellules de l'EPR. 
6.3 CHAPITRE 5 = EXPRESSION DE LA SOUS-UNITÉ a4 PAR lES 
CEllULES DE l'EPR 
6.3.1 Récapitulation des résultats et discussion 
Comme précédemment démontré dans la littérature (149,178), nous 
avons démontré l'expression de la sous-unité a4 in situ dans les cellules de 
!'EPR de rétines humaines. Le marquage fut observé sur toute la surface des 
cellules et un marquage un peu plus intense fut retrouvé sur la face apicale des 
cellules (Figure 5.1A). 
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Contrairement à ce qui avait été rapporté dans l'étude de Hunt et al (146), 
nous avons démontré que la sous-unité a4 était présente sur les cellules de 
l'EPR en culture, et ce, à différents stades de confluence (Figure 5.iC et D). Le 
marquage fut observé en bordure des cellules. Nous avons réalisé plusieurs 
essais afin d'immunoprécipiter la sous-unité a;4 solubilisée à partir de ces 
cellules afin de quantifier la protéine aux différents stades de confluence, mais 
n'avons malheureusement pas réussi. Plusieurs anticorps dirigés contre la 
sous-unité a4 ont été utilisés mais n'ont généré aucun résultat en 
immunoprécipitation ainsi qu'en immunobuvardage de type Western. Très peu 
de chercheurs ont réussi à immunoprécipiter la sous-unité a;4 (243,244), et ceux 
qui ont réussi ,'ont fait sur des fibroblastes (243), cellules qui expriment 
fortement cette protéine ou sur des cellules où l'intégrine o.4f31 a été 
surexprimée de façon ectopique (244). D'après nos résultats en 
immunofluorescence, en RT -PCR semi-quantitatif et en transfections 
transitoires, il semble que les cellules de !'EPR n'expriment pas très fortement la 
sous-unité a.4. Ceci pourrait expliquer pourquoi nous n'avons pas été en mesure 
de la détecter par immunoprécipitation ou par immunobuvardage de type 
Western. 
Les résultats des analyses de RT -PCR semi-quantitatif ont démontré que 
les niveaux de transcrit 0.4 variaient selon le niveau de confluence (Figure 
5.2A). Les cellules non-confluentes démontrent le plus haut niveau de transcrit, 
ce niveau diminuant avec l'augmentation de la confluence. Ces résultats sont 
les premiers qui démontrent que l'augmentation de la confluence affecte le 
niveau de transcription du gène 0.4 chez les cellules de l'EPR 
Les résultats de transfections transitoires ont démontré une forte 
augmentation de l'activité du promoteur 0.4, soit une augmentation de 4.1 et 4.5 
fois, entre les positions -42 et -76 pb pour les cellules non-confluentes et 
confluentes, démontrant ainsi la présence d'éléments de régulation positive 
entre ces deux positions (Figure 5.2B). Le plasmide -76a4CAT est d'ailleurs 
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celui qui possède la plus forte activité promotrice. Un allongement en 5' jusqu'à 
la position -120 résulte en une importante diminution de l'activité du promoteur. 
L'activité du promoteur 0:4 est très faible pour le plasmide -10000:4CAT, soit 18 
et 13 fois plus faible comparativement à l'activité dirigée par le plasmide 
-760:4CAT respectivement pour les cellules non-confluentes et confluentes. Il 
n'y a pas de différence significative dans ,'activité du promoteur a4 entre les 
cellules non-confluentes et confluentes. 
Nous avons aussi effectué des transfections transitoires à l'aide des 
plasmides -200a4CAT, -3000:4CAT, -400a4CAT. -600a4CAT et -800a4CAT, 
résultats qui n'ont pas été insérés dans le manuscrit du chapitre 5 puisqu'ils ont 
été effectués seulement sur des cellules non-confluentes (Figure 6.5). Ces 
résultats démontrent qu'une autre réduction importante est observée entre -200 
et -300 pb. L'activité du promoteur demeure stable entre -400 et -800pb. On 
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fiGURE 6.6: Activité du promoteur 0:4 dans des cellules de l'EPR non-
confluentes. 
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Cette forte augmentation de l'activité du promoteur a4 entre les positions 
-42 et -76 pb est aussi retrouvée sur plusieurs lignées cellulaires testées (180-
182). Par contre, on retrouve avec les cellules de ItEPR une région de forte 
répression entre les positions -76 et -120 qui nlest pas retrouvée chez les autres 
cellules testées (180-182), suggérant que le segment -76/-120 porte des 
éléments de régulation négatifs fonctionnels uniquement chez l'EPR Aucun site 
de liaison "potentiel" de protéines nucléaires connues n'a été identifié dans 
cette région (179). Les résultats des transfections de Postigo et al. (182) 
démontrent aussi que les lignées exprimant a4 à la surface cellulaire ont une 
forte activité promotrice entre -76 et -2000 pb. Par contre, la région -300/-400 
agirait en tant que répresseur puissant dans les lignées cellulaires n'exprimant 
pas la protéine a4 à leur surface. Chez l'EPR non-confluent, nous retrouvons 
une forte répression chez le segment -200/-300 pb (Figure 6.5). L'allongement 
du promoteur a4 jusqu'à la position -1000 se traduit par une extinction presque 
complète de l'activité 0:4 dans les cellules de l'EPR Bien que ces résultats 
démontrent que la régulation d'un même gène varie entre les différents types de 
cellules, ces résultats suggèrent que les cellules de l'EPR montrent un profil de 
cellules possédant une faible expression de la sous-unité 0:4. C'est peut-être 
pour cette raison que la détection de la protéine a4 par immunoprécipitation ou 
par immunobuvardage de type Western n'a pas fonctionné. 
6.3.2 Perspectives de recherche 
Tout comme "intégrine 0:5131, l'intégrine 0:4131 est aussi un récepteur de la 
fibronectine, et puisque la fibronectine est fortement exprimée dans les 
membranes épirétiniennes (137-140), un dérèglement dans l'expression de 
cette intégrine pourrait donc jouer un rôle dans la vitréorétinopathie proliférante. 
Il serait donc intéressant d'évaluer l'effet de la fibronectine sur l'expression de 
l'intégrine 0:4131. Étant donné qu'il est difficile de détecter cette protéine par 
immunoprécipitation ou par immunobuvardage de type Western, nous pourrions 
tenter de la détecter par cylométrie de flux. Des transfections transitoires en 
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présence et en absence de fibronectine pourraient aussi être réalisées afin 
d'identifier les régions importantes pour la régulation du promoteur a4. Il serait 
aussi intéressant d'évaluer les niveaux des éléments régulateurs du promoteur 
a4 en présence et en absence de fibronectine. 
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